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RESUMO 

Os glicocorticoides (GC) são usados durante a gestação para prevenir a síndrome do 

desconforto respiratório e melhorar a viabilidade de neonatos de mães que apresentam 

risco de parto prematuro. Contudo, a exposição ao GC sintético dexametasona (DEX) 

durante a gestação tem sido associada com uma programação fetal que pode levar a 

doenças metabólicas e distúrbios psiquiátricos na idade adulta. A vitamina D (VD) é 

necessária para o desenvolvimento de vários órgãos, mas também está associada a 

melhora na homeostase glicêmica e atua com um agente neuro protetor. O objetivo desse 

estudo foi investigar um possível efeito protetor da administração gestacional com VD 

sobre parâmetros metabólicos e comportamentais de ratos machos e fêmeas submetidos 

a programação fetal induzida pela DEX. Ratas Wistar prenhes receberam DEX 

(0.1mg/kg, DEX) na água de beber diariamente entre o 14° e 19° dia de gestação. 

Adicionalmente, um grupo de gestantes recebeu administração com VD (500UI, VD) 

dissolvida em óleo de girassol, diariamente durante toda a gestação. As proles masculina 

e feminina foram divididas randomicamente em quatro grupos (n=7-10/grupo): CTL, 

DEX, VD e DVD (DEX + VD). As proles foram estudadas no 3°, 6° e 12° mês pós-natal.  

Os resultados mostraram que a exposição pré-natal a DEX causou distúrbios metabólicos 

de um modo dependente da idade e sexo: apenas os machos desenvolveram resistência à 

insulina, acúmulo de lipídios hepáticos e expansão na massa de células beta pancreáticas. 

Além disso, demonstramos que a DEX pré-natal promoveu intolerância a glicose em 

machos e fêmeas e que isso pode estar mais associado a fatores relacionados ao processo 

de envelhecimento. No contexto comportamental a DEX também promoveu efeitos 

deletérios em machos e fêmeas, levando ao aumento do comportamento do tipo ansioso, 

contudo sem prejuízos na memória de trabalho. Nesse contexto, a administração 

gestacional com VD foi capaz de proteger contra as alterações metabólicas e 

comportamentais induzidas pela programação fetal. Especificamente, a VD impediu o 

desenvolvimento de resistência à insulina, evitou o acúmulo de lipídios hepáticos e a 

expansão na massa de células beta em machos, além de evitar o comportamento do tipo 

ansioso em machos e fêmeas submetidos à DEX pré-natal. Em conclusão, a administração 

gestacional com VD pode contribuir como um agente protetor contra os efeitos adversos 

no metabolismo e comportamento causados pela administração pré-natal de DEX. Apoio 

financeiro: CNPq e CAPES. 



 
 

 
 

Palavras-chave: Vitamina D, programação fetal, dexametasona, glicose, resistência à 

insulina, ansiedade.  

ABSTRACT 

Glucocorticoids have been used in pregnancy to prevent respiratory syndrome and 

improve the viability of newborns from women presenting the risk of preterm delivery. 

However, overexposure to the synthetic GC dexamethasone (DEX) during pregnancy has 

been related to fetal programming that can lead to metabolic and psychiatric diseases 

during adulthood. Vitamin D (VD) is needed for the development of many organs and 

contributes to ameliorate the glucose homeostasis by improving insulin releasing. It also 

can act as a protective agent on the central nervous system. This study aimed to 

investigate a possible protective role of maternal VD supplementation on metabolic and 

behavioral parameters in male and female rats submitted to fetal programming induced 

by DEX. Pregnant Wistar rats received DEX (0.1 mg/kg, DEX) in drinking water daily 

between the 14th and 19th days of pregnancy. In addition, some dams received daily oral 

administration of VD (500UI, VD) dissolved in a vehicle during the whole gestation. 

Male and female offspring were assigned to four groups (n=7-10/group): CTL, DEX, VD, 

and DVD (DEX + VD). The offspring was evaluated at 3, 6 and 12 months of age. Results 

showed that prenatal exposure to DEX caused metabolic disruption in an age and sex-

dependent manner: only the male offspring developed insulin resistance, liver lipid 

accumulation and pancreatic β-cell mass expansion. Furthermore, we demonstrated that 

prenatal DEX led to glucose intolerance in the male and female offspring and this might 

be associated with factors related to the aging process. Maternal VD was able to attenuate 

the disruptions on metabolic and behavioral parameters. Specifically, it prevented the 

insulin resistance, liver lipid accumulation and β-cell mass expansion in the male 

offspring prenatally exposed to DEX. Moreover, gestational VD was able to weaken the 

anxiety-like behavior in males and females prenatally exposed to DEX. In conclusion, 

maternal VD supplementation seems to contribute as a preventive intervention to reduce 

adverse metabolic and behavioral effects of prenatal exposure to DEX. Financial support: 

CNPq and CAPES. 

Keywords: Vitamin D, fetal programming, dexamethasone, glucose, insulin sensitivity, 

anxiety.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Gestação e glicocorticoides 

A gravidez é um processo fisiológico natural em que ocorrem adaptações no corpo 

da mulher desde o momento da fertilização. O preparo do organismo para a gestação 

compreende ajustes dos mais variados sistemas, incluindo o sistema nervoso central e 

endócrino. A regulação precisa da síntese e liberação hormonal durante a gestação é 

fundamental para o correto desenvolvimento fetal, sendo que qualquer mudança nos 

níveis normais desses hormônios pode induzir alterações tanto a nível microscópico 

quanto macroscópico no feto (Owen et al., 2007). 

Eventos adversos durante a gestação, tais como cuidado materno alterado, estresse 

ou administração exógena de glicocorticoides (GC) podem alterar o desenvolvimento do 

feto refletindo em alterações orgânicas e comportamentais na prole ao longo da vida (van 

Bel e Heijnen, 2009). Naturalmente o feto encontra-se protegido das ações dos níveis 

elevados de GC durante a gestação devido à presença placentária da enzima denominada 

11 β-hidroxiesteroide desidrogenase 2, responsável pela inativação do cortisol materno. 

Porém, os GC sintéticos, como a dexametasona (DEX) ou a betametasona, ligam-se muito 

fracamente a essa enzima, fazendo com que os mesmos não sofram alterações e passem 

para a circulação fetal (Bruschettini et al., 2006), tornando o feto suscetível às alterações 

provocadas pelo excesso de GC. 

Os GC, hormônios esteroides sintetizados pelo córtex das glândulas adrenais, 

predominantemente cortisol em humanos e corticosterona em roedores, possuem efeitos 

clássicos no metabolismo dos substratos energéticos, carboidratos, lipídios e proteínas, 

principalmente no fígado e tecido adiposo (Schimmer e Funder, 2011).  Além dessa ação 

clássica, os GC influenciam também no metabolismo mineral, reduzindo a absorção 

intestinal e aumentando a excreção renal de cálcio. De fato, o excesso de GC está 

associado ao desenvolvimento de osteoporose e aumento na incidência de fraturas ósseas 

por ativar precocemente genes envolvidos na osteoclastogênese e inibir a osteogênese 

(Yao et al., 2008).   

Os GC, endógenos e exógenos, possuem também ação anti-inflamatória e 

imunossupressora, agindo por meio da indução ou repressão da transcrição gênica (Rhen 

et al., 2005; Stahn e Buttgereit, 2008), reduzindo as respostas celulares e vasculares do 
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processo inflamatório (Rhen et al., 2005; Stahn e Buttgereit, 2008), o que tem feito deles 

importantes fármacos no controle da resposta inflamatória exacerbada, vista em diversos 

quadros patológicos, incluindo o tratamento de pacientes com COVID-19 que necessitam 

ventilação mecânica (RECOVERY Collaborative Group, 2020). 

 O eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) regula a produção e liberação dos 

corticosteroides em condições basais e sob influência de estímulos estressores. O núcleo 

paraventricular do hipotálamo (PVN) sintetiza e libera o hormônio liberador de 

corticotrofina (CRH) e vassopressina. Esses hormônios estimulam a liberação do 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) pelos corticotropos da pituitária anterior, que por 

sua vez promovem a produção e liberação de cortisol (em humanos) e corticosterona (em 

roedores) pelo córtex das glândulas adrenais (Ulrich e Herman, 2009). 

A maior parte do cortisol liberado pelas adrenais (90%) circula no plasma ligado 

a albumina ou a globulina ligante de corticosteroide (transcortina, SERPINA6) (Coolens 

et al. 1987), enquanto  o cortisol remanescente atravessa facilmente a membrana 

plasmática das células e liga-se ao receptor de GC (Glucocorticoid Receptor-GR), um 

fator de transcrição ativado pelo ligante. Os GC possuem amplos efeitos nos sistemas 

nervoso, cardiovascular, imune, respiratório, reprodutivo e tegumentar, [para revisão ver 

(Sapolsky et al., 2000; Kadmiel e Cidlowski 2013; Sacta et al., 2016)]. 

 Devido ao amplo efeito ocasionado pela ativação dos receptores de 

glicocorticoides (GR), sintéticos como DEX, prednisona, hidrocortisona e budesonida são 

frequentemente prescritos para o tratamento de patalogias como psoríase, eczema, 

inflamações (Kadmiel e Cidlowski, 2013) e leucemias (Lin e Wang, 2016), sendo 

também, indicados para a imunossupressão após transplantes de órgãos (Coutinho e 

Chapman, 2011). Contudo, pela alta afinidade aos GR, os GC sintéticos mimetizam um 

efeito de exposição em longo prazo a altos níveis de GC, resultando em severos efeitos 

colaterais como hipertensão, diabetes mellitus, glaucoma e osteoporose (Schäcke et al., 

2002). 

 Apesar de todas as ações supracitadas, os GC são criticamente necessários para o 

desenvolvimento fetal. Em muitas espécies de mamíferos ocorre um pico na secreção de 

GC na circulação durante o final da gestação, o qual é necessário para maturação normal 

dos pulmões, promovendo a produção do surfactante pulmonar. Contudo, o pico de GC 

também é fundamental para o desenvolvimento de outros órgãos e sistemas como a 
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tireoide, rins, cérebro e hipófise (Fowden e Forhead, 1998), sendo essencial que esse pico 

ocorra durante o estágio preciso da maturação, do contrário, a trajetória no 

desenvolvimento pode ser alterada. O excesso de GC durante a gestação ou ainda durante 

estágios incorretos da maturação leva a alterações no desenvolvimento, resultando em 

funções fisiológicas alteradas e, em algumas situações, patologias (Matthews, 2000; 

Kapoor, Petropoulos e Matthews, 2008). 

1.2. Efeitos Neurais 

A exposição pré-natal a excesso de GC altera o desenvolvimento de funções 

cardiovasculares, metabólicas, reprodutivas e neurológicas de muitas espécies de 

mamíferos, incluindo humanos (Chapman, Holmes e Seckl, 2013; Braun et al., 2013), 

além de inibir o crescimento fetal (Fowden e Forhead, 1998) e diminuir a expressão de 

fatores de crescimentos semelhantes a insulina (IGFs) (Gatford, 2008). Além disso, a 

exposição pré-natal a GC não só altera o desenvolvimento e subsequente função do eixo 

HHA ao longo da vida (Diaz et al., 1998), mas também causa alterações centrais como 

sensibilidade a dopamina e da atividade serotonérgica (Slotkin et al., 2006) . Estas ações 

criam um elo entre as experiências do início da vida e o desenvolvimento de doenças 

crônicas mais tardiamente (Reynolds, 2013) como síndrome metabólica e diversos 

transtornos psiquiátricos (Harris e Seckl, 2011; Santos e Joles, 2012; Barella, Estringer e 

Wadhwa, 2013; de Oliveira e Mathias, 2014;). 

 A hipercortisolemia aumenta a suscetibilidade a várias doenças, inclusive a 

depressão (Di Dalmazi et al., 2012). No cérebro, o excesso de GC causa declínio 

cognitivo, associado com degeneração de neurônios do hipocampo, atrofia dendrítica e 

perda sináptica (Popoli et al., 2012; Hunter et al., 2012), além de prejudicar a neurogênese 

no sistema límbico, o que pode  ser umas das causas da depressão (Banasr et al., 2011) 

Ratos e camundongos expostos a GC no período pré-natal mostram aumento na 

latência para encontrar a plataforma oculta no labirinto aquático de Morris, um teste para 

aprendizagem espacial e memória (Noorlander et al. 2008; Hauser, Feldon e Pryce, 2009). 

Em camundongos, a exposição pré-natal a GC também está associada à redução na 

proliferação de neurônios no giro denteado, um sub-região do hipocampo onde ocorre a 

neurogênese no adulto, e ao aumento d apoptose no hipocampo de ratos (Noorlander et 

al. 2008 e Zuloaga, 2012). Adicionalmente, pesquisas com ratos também mostram 

aumento nos comportamentos do tipo depressivo e do tipo ansioso em ratos juvenis e 
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adultos submetidos ao tratamento pré-natal com GC (Nagano, Ozawa e Suzuki, 2008; 

Hauser, Feldon e Pryce, 2009). 

 Interessantemente, trabalhos com babuínos e porcos da Guiné, mostram aumento 

no comportamento do tipo ansioso à exposição pré-natal a GC na prole feminina, resposta 

essa não vista na prole masculina (Rodriguez et al. 2011 e Owen et al, 2007). 

Corroborando esses resultados, Hiroi e colaboradores (2016), avaliaram ansiedade e 

depressão em ratos submetidos ao tratamento pré-natal com DEX e demonstraram que 

apenas as fêmeas apresentaram comportamento do tipo ansioso e depressivo aumentado, 

levando a concluir que fêmeas são mais suscetíveis as algumas alterações 

comportamentais induzidas pela exposição pré-natal aos GC. 

1.3. Efeitos Metabólicos 

A exposição aos GC durante o período final da gestação aumenta a atividade da 

enzima hepática fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK), enzima limitante da 

gliconeogênese, o que pode causar alterações na homeostase glicêmica (Franko et al, 

2010). Além disso, Dalziel e colaboradores (2005), demonstraram que a exposição pré-

natal a betametasona em humanos pode resultar em resistência à insulina aos 30 anos de 

idade. Já em ratos, administração de DEX no período pré-natal altera a expressão gênica 

relacionada ao desenvolvimento pancreático e reduz a massa de células β-pancreáticas na 

prole 120 dias após o nascimento (Chen et al. 2016). A exposição pré-natal aos GC pode 

ocasionar ainda a elevação permanente da glicemia da prole na fase adulta, redução do 

“pool” de células β- pancreáticas e restrição do crescimento fetal (Lindsay et al. 1996a, 

Nyirenda et al. 1998). Estes efeitos estão relacionados com hiperinsulinemia e aumento 

na expressão de mRNA e atividade da enzima hepática PEPCK (Nyirenda et al. 1998), 

sugerindo que o aumento na produção hepática de glicose pode contribuir para o aumento 

na glicemia. Interessantemente as alterações observadas na homeostase glicêmica 

parecem acontecer, predominantemente, quando o GC é administrado na última semana 

da gestação, sugerindo que esse seja o período crítico para que ocorra a programação fetal 

pelos GC, levando à elevação da glicemia na fase adulta (Nyirenda et al. 1998, Pantaleão 

et al. 2017; Payolla et al. 2019). 
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1.4.Gestação e vitamina D 

A depressão é comumente associada à hiperatividade do eixo HHA induzida por 

estímulos estressores, o que acarreta o aumento nos níveis circulantes de GC (Guidotti et 

al., 2013). O hipercortisolismo, por sua vez, contribui para o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares e osteoporose em resposta ao estresse crônico (Michelson, 2009). 

Devido à clássica função sobre a homeostase do metabolismo do cálcio e fosfato, a VD é 

frequentemente usada como coadjuvante no tratamento para osteoporose induzida por GC 

(Compston, 2010). Além disso, a VD tem sido reconhecida como um hormônio 

pluripotente com ações neurais capazes de impedir a atrofia neural causada por GC 

(Obradovic et al., 2006). 

A VD é um secosteroide conhecido classicamente por atuar na homeostase do 

cálcio e fosfato. O nome “vitamina” tem sido empregado erroneamente, visto que sua 

obtenção dietética corresponde a menos de 5%, cabendo ao organismo a síntese dos 

outros 95% (Nandi et al. 2016).  O 7-dehidrocolesterol, precursor da VD, sofre cisão na 

pele por ação dos raios UVB do sol, convertendo-o em colecalciferol (vitamina D3), que 

é então transportado no plasma associado à proteína ligadora de VD e posteriormente 

sofre duas hidroxilações promovidas por oxidases de função mista. A primeira 

hidroxilação ocorre no fígado sob ação das enzimas CYP27A1 (mitocondrial) e 

CYP2R1(microssomal) dando origem ao 25-hidroxicolecalciferol (calcidiol). A segunda 

hidroxilação ocorre nos túbulos contorcidos proximais dos rins, onde a enzima CYP27B1 

hidroxila o calcidiol em 1,25-diidroxicolecalciferol (calcitriol) que é a molécula 

metabolicamente ativa e com ações hormonais.  

As ações biológicas da VD são mediadas pelo seu receptor (VDR, vitamin D 

receptor), um fator de transcrição que pertence à família de receptores hormonais 

nucleares 1. O VDR é expresso em praticamente todos os tecidos humanos e participa, 

direta ou indiretamente, de modulação de cerca de 900 genes (3% do genoma humano) 

(Bouillon et al. 2008). Poucas células não apresentam VDR, entre elas, as hemácias e 

algumas células do sistema nervoso central, como as células de Purkinje e os neurônios 

do setor CH4 do prosencéfalo basal (Bouillon et al. 2008).  

 Classicamente a VD atua em três órgãos: intestino, ossos e glândulas 

paratireoides. No intestino a VD entra nos enterócitos e promove aumento na síntese da 

calbidina D9K facilitando o transporte de cálcio através dos enterócitos, 
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consequentemente aumentando a absorção de cálcio (Bouillon, 2015). Nos ossos ela 

estimula a osteoclastogênese bem como a reabsorção óssea (Bringhurst, Demay e 

Kronenberg, 2011). Nas glândulas paratireoides, a deficiência de VD estimula a síntese 

do paratormônio, que por sua vez estimula a expressão da CYP27B1 aumentando a 

síntese do calcitriol (Premaor et al., 2008). 

 A VD é bem conhecida pela sua função sobre a densidade mineral óssea (Holick, 

2007), contudo, concentrações ótimas de VD são necessárias para a função cerebral pelo 

seu papel na sinalização pelo cálcio, ações neurotróficas e neuroprotetoras, além da sua 

função na maturação, diferenciação e crescimento neuronal (Groves, McGrath, Burne, 

2014).  

 Estudos recentes mostram a expressão de VDR em diversos tecidos, incluindo 

pâncreas, coração, células do sistema imunológico, músculo esquelético, e sistema 

nervoso central (Veenstra et al., 1998; Di Rosa et al., 2008; Eyles et al., 2014). 

Interessantemente a expressão de VDR também foi demonstrada ao longo de todo eixo 

hipotálamo-hipófise-gônadas (HHG) o que sugere uma influência da VD na função 

reprodutiva (Eyles et al., 2003; Wrzosek et al., 2013), incluindo a gestação e 

desenvolvimento fetal. 

 A deficiência de VD durante a gestação é definida por níveis séricos menores que 

50nmol/L e abrange de 20% a 85% das mulheres, dependendo do país onde vivem, 

estação do ano, latitude, entre outros fatores (Dawodu e Wagner, 2007). Isso pode expor 

a gestante ao risco aumentado de desenvolver alterações metabólicas como resistência a 

insulina e diabetes gestacional, podendo evoluir para diabetes do tipo 2 (Joham et al., 

2016) e depressão pós-parto (Hossein-Nezhad e Holick, 2013). Um estudo in vitro 

demonstrou que a VD modula a secreção de insulina por se ligar a VDR nas células β-

pancreáticas, contudo os mecanismos envolvidos nessa modulação ainda não são 

conhecidos [para revisão (Zhang et al., 2015)]. Além disso, o desenvolvimento fetal pode 

ser influenciado pela deficiência de VD durante a gestação. Estudos mostram que a 

deficiência de VD causa redução do peso do recém-nascido, desenvolvimento anormal 

do esqueleto fetal e aborto (Baker et al., 2010; Paffoni et al., 2014). 

 Em humanos a deficiência gestacional de VD foi associada com baixo 

desenvolvimento mental e psicomotor dos filhos (Zhu et al., 2015) bem como déficit 

cognitivo em crianças australianas (Hart et al., 2015). Os mecanismos envolvidos no 
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desenvolvimento cognitivo mediado pela VD durante a gestação ainda não são claros. 

Contudo a VD parece ativar uma variedade de sistemas de transdução de sinal incluindo 

o influxo do íon cálcio, liberação de cálcio das reservas intracelulares, modulação da 

adenilato ciclase, fosfolipase C, proteína cinase C, proteína cinase D e MAP cinase 

(Harms et al., 2011; Shipton e Shipton, 2015), podendo isso interferir nos sitemas de uma 

variedade de neurotransmissores como acetilcolina, serotonina e dopamina (Cass et al., 

2012; Patrick e Ames, 2012; Lundwall et al., 2015). A desregulação nos sistemas desses 

neurotransmissores pode ocasionar transtornos psiquiátricos, neurocognitivos e 

neuromotores como esquizofrenia, transtornos afetivos, ansiedade e autismo em humanos 

(Kinney et al., 2009; Gupta et al., 2013; Dean, Copolov e Scarr, 2016; Bandelow et al., 

2016 ). 

Por outro lado, a administração com VD durante a gestação reduz a população de 

células TCD4+, citocinas inflamatórias, pressão arterial e morte fetal em um modelo 

animal de pré-eclâmpsia (Faulkner et al., 2016). Adicionalmente a administração materna 

com VD em humanos aumenta o peso dos neonatos ao nascimento bem como reduz o 

risco de diabetes gestacional (Kalra et al., 2012; Hossain et al., 2014), evidenciando 

assim o possível efeito benéfico da administração com VD tanto na prole quanto nas 

gestantes, no que tange a algumas alterações fisiológicas. 

Jiang e colaboradores, 2014 demonstraram que o excesso de GC pode ocasionar 

desregulação no metabolismo renal da VD, além de alterar o metabolismo local da VD 

no hipocampo e córtex pré-frontal de ratos, fornecendo evidências do envolvimento da 

VD na coexistência de depressão induzida pelo excesso de GC. Além disso, Obradovic e 

colaboradores (2016) demonstraram que a VD não só reduz a expressão de receptores 

para GC mas também inibe a translocação destes para o núcleo de células sanguíneas 

mononucleadas (Hidalgo et al., 2011).  

   Considerando o importante papel da VD na transdução de sinais e as ações 

recíprocas entre os sistemas da VD e de GC, o presente estudo testou as seguintes 

hipóteses: 1) a administração de DEX no terço final da gravidez leva a déficits neurais 

relacionados à cognição, memória e desordens de humor na prole; 2) a administração de 

VD durante todo o período gestacional será capaz de prevenir ou pelo menos atenuar os 

déficits neurais provocados pela DEX na prole; 3) a administração de VD durante todo o 

período gestacional será capaz de prevenir ou ao menos atenuar as já conhecidas 
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desordens metabólicas provocadas pela DEX na prole; e 4) existem diferenças sexo-

específicas e tempo-dependentes na susceptibilidade das proles aos efeitos da DEX, bem 

como nas respostas à administração de VD.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar se a administração gestacional com VD é capaz de atenuar os efeitos da 

programação fetal induzida pela administração de DEX no terço final da gestação sobre 

parâmetros desenvolvimentais, metabólicos e comportamentais da prole. Ainda, avaliar 

se há dimorfismo sexual nas alterações observadas. 

2.2. Objetivos específicos 

Avaliar se a exposição pré-natal à DEX promove alterações sexo-dependentes aos 3, 

6 e 12 meses pós-natal: 

-No desenvolvimento físico e neural; 

-No peso corporal; 

-Na tolerância à glicose e sensibilidade à insulina; 

-Na massa de células beta pancreáticas; 

-No acúmulo de lipídios hepático; 

-No perfil lipídico plasmático; 

-Na concentração plasmática de cálcio; 

-No comportamento do tipo ansioso; 

-Na memória de trabalho; 

Além disso, para todos os objetivos supracitados, investigar se a administração 

gestacional com VD previne ou atenua as possíveis alterações encontradas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Para realização dos protocolos experimentais, foram utilizados ratos machos e 

fêmeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal de Santa Catarina. Os roedores foram alojados em caixas de 

polipropileno (30 x 19 x 13 cm), forradas com maravalha, dispondo de água e ração ad 

libitum, permanecendo no Biotério Setorial do Departamento de Ciências Fisiológicas, 

com temperatura controlada (21 ± 2º C) e ciclo claro-escuro invertido de 12 horas (luzes 

acesas às 18:00 e apagadas às 6:00). Três vezes durante a semana, no período da manhã, 

as caixas foram higienizadas, havendo reposição de água e alimento. Os protocolos e 

procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina – Nº 7174170417. 

3.1. Protocolo de acasalamento 

Com o objetivo de obter as gestantes e proles para a execução dos experimentos, 

o protocolo de acasalamento utilizou animais com idade entre 80 e 100 dias, sendo as 

fêmeas com peso ≥ 180 gramas e os machos entre 200 e 350 gramas. Cinco dias antes do 

acasalamento as gaiolas foram pareadas de modo que as fêmeas ficassem ao lado das 

gaiolas dos machos. Após o pareamento, três fêmeas e um macho foram postos em uma 

caixa, iniciando o acasalamento. Na manhã seguinte, as fêmeas que apresentaram 

espermatozoides e células queratinizadas no lavado vaginal foram alocadas em outra 

caixa, sendo contado como dia 0 da gestação. O procedimento foi repetido por dez dias 

(dois ciclos estrais completos das ratas). As gestantes permaneceram alojadas, três por 

caixa, até o 13º dia de gestação, quando então foram remanejadas e alocadas uma por 

gaiola. O sucesso reprodutivo foi de 78% (39 de 50 ratas emprenharam) e a relação 

machos/fêmeas foi de aproximadamente 1:1. 

3.2. Tratamento com dexametasona e administração com vitamina D3 

A administração de dexametasona (DEX, Decadron®) ocorreu do 14° ao 19° dia 

gestação, na dose de 0,1 mg/kg (Tsai et al. 2019) diluída na água de beber. Nesse período 

as gestantes foram mantidas em gaiolas individuais, para controle da ingestão alimentar 

e dosagem do fármaco. Um dia antes do início do tratamento com DEX o volume de água 

ingerido foi mensurado para diluição adequada do fármaco. Foi realizado um cálculo 

levando-se em conta a concentração do fármaco, peso do animal e volume de água 
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ingerida. O volume foi corrigido para 200 mL de água, para caso ocorresse uma ingestão 

maior do que a do dia anterior, não faltasse água para os animais. Do 14º ao 19º dia de 

gestação a quantidade de água ingerida foi mensurada e trocada diariamente, adequando-

se a concentração de DEX de acordo com o volume hídrico ingerido um dia antes da 

administração. 

A VD foi administrada na forma de vitamina D3 (colecalciferol, Organic 

Compauding) por via oral/gavagem na dose de 500UI/dia durante todo o período 

gestacional, diluídos em 0,4mL de oléo de girassol, iniciando no dia 1 até o dia 20. Os 

grupos controles receberam, via gavagem, óleo de girassol, 0,4mL por animal. 

3.3.Grupos experimentais 

No dia do nascimento, os animais foram sexados, pesados e medidos 

individualmente. Com objetivo de evitar o efeito do tamanho da ninhada nos parâmetros 

metabólicos e comportamentais a serem analisados, as ninhadas foram reduzidas à 8 

filhotes por mãe, quando possível 4 machos e 4 fêmeas. No final da lactação, 21° dia após 

o nascimento, para evitar efeitos estatísticos da ninhada, apenas dois machos e duas 

fêmeas foram utilizados para composição dos grupos experimentais, sendo um macho e 

uma fêmeas para compor os grupos estudados com 3 e 6 meses de idade e os outros para 

comporem os grupos estudados com um ano de idade. 

As gestantes foram divididas em quatro grupos experimentais de acordo com o 

tratamento que receberam: apenas veículo (CTL); dexametasona (DEX), dexametasona 

mais vitamina D (DVD); apenas vitamina D (VD). As proles foram divididas nos mesmos 

grupos, mas levando em consideração apenas os tratamentos que as mães receberam 

durante a gestação e também de acordo com o sexo. Sendo assim, obtivemos proles de 

machos e fêmeas dos seguintes grupos experimentais: 

CTL: animais nascidos de mães que receberam apenas veículo. 

DEX: animais nascidos de mães que receberam apenas DEX. 

VD: animais nascidos de mães que receberam apenas vitamina D. 

DVD: animais nascidos de mães que receberam DEX + vitamina D. 
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As proles foram estudadas durante o período de lactação e na vida adulta aos 3, 6 

e 12 meses de idade. É importante frisar que neste estudo, as proles não foram submetidas 

diretamente a nenhum tratamento. 

 

3.4. Avaliação do desenvolvimento da prole durante a lactação. 

3.4.1. Desenvolvimento físico 

Para avaliação do desenvolvimento físico da prole, foram observados os dias de 

nascimento dos pelos, dia de abertura dos olhos e dia de erupção dos dentes incisivos. A 

avaliação foi feita por meio de observações diretas e diárias de cada filhote como segue 

abaixo:  

- Erupção dos dentes incisivos: avaliada entre os dias 6 e 12 após o nascimento. A boca 

do animal foi cuidadosamente aberta e então observou-se o dia exato em que aconteceu 

o aparecimento do esmalte dos dentes incisivos inferiores e superiores;  

- Abertura dos olhos: esta observação foi realizada entre os dias 10 e 15 após o nascimento 

e foi registrado o dia da ocorrência da primeira fresta da abertura bilateral dos olhos;  

-Nascimento da penugem: realizada entre os dias 2 e 8 após o nascimento e então 

registrou-se o dia em que a penugem apareceu. 

 

3.4.2. Desenvolvimento de reflexos 

 

A avaliação do desenvolvimento dos reflexos permite identificar possíveis 

alterações neurológicas no início da vida do animal. Foram realizados testes diários até 

que 100% dos filhotes apresentassem os seguintes reflexos e comportamentos:  

- Reflexo de endireitamento: Este teste foi feito na prole do 5° ao 8° dia após o 

nascimento. O animal foi colocado em decúbito dorsal e então avaliou-se a latência para 

que o animal virasse o corpo para posição de decúbito ventral. Considerou-se que, ao 

virar-se, o animal deveria estar com as quatro patas espalmadas na superfície. No dia em 

que todos os animais apresentaram o reflexo, foi então avaliada a latência para execução 

do mesmo. O período de latência máximo para este teste foi de 30 segundos.  

- Reflexo de geotaxia negativa: este teste foi realizado no  7°, 9°, 11° e 13° dias após o 

nascimento. Para isso os animais foram colocados em uma rampa com uma inclinação 

aproximada de 45°, a 5 cm do final inferior da rampa, com a cabeça direcionada para 
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baixo e avaliou-se a ocorrência ou não da resposta de virar o corpo para a posição oposta, 

(cabeça direcionada para cima). No dia em que todos os animais apresentaram o reflexo, 

foi então avaliada a latência para sua ocorrência.  

- Reflexo de sobressalto: este teste foi realizado do 11º ao 14º dia após o nascimento. 

Isoladamente, cada filhote foi exposto a um estalido curto e seco (Ruído de luva de látex 

sendo esticada e solta no dorso da mão) para observação da maturidade do sistema 

auditivo e neurológico. Foi avaliado o dia em que os animais apresentaram um tremor 

generalizado em resposta ao ruído.  

 

3.4.3. Avaliação do peso corporal 

O peso corporal dos animais foi avaliado ao nascer e a cada 4 dias durante a 

lactação. Depois disso, os animais foram pesados mensalmente a partir do segundo mês 

pós-natal até o período final do experimento, ou seja, até que atingissem um ano de idade..  

 

3.5. Avaliação dos parâmetros metabólicos  

 

3.5.1. Teste de tolerância intraperitoneal à glicose (ipGTT)  

O teste foi realizado aos 3, 6 e 12 meses de idade nos animais em jejum de 08-10h 

e acordados. Os animais tiveram a extremidade da cauda seccionada (após assepsia e 

anestesia tópica com lidocaína 5%) para a coleta de 2 gotas de sangue. A primeira gota 

foi descartada e a segunda utilizada para determinação da glicemia no tempo zero 

utilizando um glicosímetro (Accu-Check® Performa; Roche Diagnostics GmbH, 

Mannhein, Alemanha). Imediatamente após a verificação da glicemia no tempo zero, uma 

solução de glicose 50% (2 g/kg de peso corpóreo, ip.) foi administrada e amostras de 

sangue da cauda dos ratos aos 30, 60 e 120 min foram coletadas para determinação das 

concentrações de glicose sanguínea e posterior cálculo da área sob a curva. 

3.5.2. Teste de tolerância intraperitoneal à insulina (ipITT)  

O ipITT foi realizado aos 3, 6 e 12 meses de idade em animais alimentados e 

acordados. Os animais tiveram a extremidade da cauda seccionada (após assepsia e 

anestesia tópica com lidocaína 5%) para a coleta de 2 gotas de sangue. A primeira gota 

foi descartada e a segunda utilizada para determinação da glicemia no tempo zero 

utilizando um glicosímetro, como descrito acima. Na sequência, os animais receberam 

uma injeção intraperitoneal de insulina humana recombinante (Biohulin®) equivalente a 
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1 UI/kg de peso corpóreo. Amostras de sangue foram coletadas para dosagem da glicemia 

nos tempos 10, 20, 30 e 45 min. A constante de decaimento de glicose (kITT) foi 

calculada a partir do declínio da linha de regressão obtida com valores de glicose log-

transformados na fase linear de decaimento da glicose sanguínea. 

 

3.5.3.    Conteúdo hepático de triglicerídeo 

Os fígados dos animais com 6 e 12 meses foram extraídos, pesados, congelados 

em nitrogênio líquido e armazenados a -80 °C para posterior quantificação do conteúdo 

de triglicerídeos. Amostras de fígado do lobo caudado (100mg) foram transferidas para 

um tubo de ensaio contendo 0.7 mL de NaCl a 1M e homogeneizadas com o 

homogeneizador T18 UltraTurrax® (IKA®; Staufen, Alemanha).  Logo após a 

homogeneização, 2 mL de solução de metanol/clorofórmio (1:2, v/v) foi adicionado ao 

tubo e centrifugados por 30 minutos a 4000 rpm (Eppendorf 5810R). A fase metanólica 

foi separada em outro tubo de ensaio e então postos em banho maria a 98 °C para 

evaporação do solvente. Uma solução de metanol/Triton 100 (1:2, v/v) foi adicionado às 

amostras para quantificação do conteúdo hepático de triglicerídeos utilizando ensaio 

colorimétrico, seguindo as orientações do fabricante (Bioclin). 

3.5.4. Análise imunohistoquímica 

Para mensuração da massa das células β, o pâncreas dos animais com 6 e 12 meses 

foi extraído tendo os linfonodos e tecido adiposo removidos para posterior pesagem do 

órgão. A porção esplênica do pâncreas foi selecionada e o tecido foi fixado em 

paraformaldeído 4% por 24h em temperatura ambiente. Posteriormente foram 

desidratados e embebidos em parafina. Duas secções no maior plano do tecido (5μm) 

foram obtidas em micrótomo rotativo e aderidas em lâminas sinalizadas individuais. As 

secções foram desparafinizadas, reidratadas, lavadas com tampão fosfato, PBS (pH 7,4) 

e incubadas com solução de citrato de sódio 10mM (pH 6) aquecida e mantida a 98 °C 

em banho-maria por 30 min para recuperação antigênica. Na sequência as secções foram 

novamente lavadas com PBS e uma solução de peróxido de hidrogênio (0,3%) foi usada 

para bloquear a atividade da peroxidase endógena antes da permeabilização com PBS 

contendo Tween-20 (0,1%) e bloqueio com albumina bovina (5%) em temperatura 

ambiente. 

Após o bloqueio, as secções foram lavadas com PBS e então, imunocoradas por 

incubação com anticorpo primário policlonal anti-insulina feito em guinea pig (1:400; 



31 
 

 
 

Dako North America, Inc.; cat. no. A0564) diluído em PBS contendo albumina bovina a 

3% overnight a 4°C. No dia seguinte as secções foram lavadas com PBS e incubadas, por 

2h em temperatura ambiente com anticorpo HRP-conjugado anti-guinea pig (1:1000; 

Invitrogen; cat. no. 614620). Células positivas para insulina foram detectadas com 

solução de 3,3′-diaminobenzidina (Sigma Chemical). Na sequência, as secções foram 

coradas com hematoxilina de Ehrlich e posteriormente escaneadas utilizando um scanner 

automático (AxioScan, ZEISS, Oberkochen, Alemanha) para posterior análise. 

 As imagens obtidas pelo AxioScan, a mensuração da área total do pâncreas e a 

área total imunomarcada para insulina nas ilhotas relativo à porção esplênica analisada, 

foi realizado pelo software Image J (Fiji). A determinação da massa relativa de células 

beta foi calculada pelo percentual de células beta por área analisada multiplicando-se pela 

massa total do pâncreas, e em seguida normalizada pelo peso de cada animal, resultando 

na massa de células β em mg/100g de peso corpóreo. As imagens representativas foram 

obtidas em microscópio invertido (OLYMPUS; Tokyo, Japan). 

 

3.5.5. Análises bioquímicas 

A glicemia foi mensurada nos animais com jejum de 8-10h aos 3, 6 e 12 meses de 

vida, durante o teste de tolerância a glicose, por meio do sistema de fitas (monitor digital) 

“Accu-Check Performa” (ROCHE, Brasil). A mensuração foi realizada a partir de uma 

gota de sangue obtida pela secção da ponta da cauda do animal após anestesia tópica com 

lidocaína 5%.  

A quantificação das concentrações plasmáticas de triglicerídeo, colesterol e cálcio 

foram realizadas após a eutanásia dos animais com 6 e 12 meses de idade. Amostras de 

sangue foram coletadas por punção cardíaca no dia da eutanásia. O plasma foi 

armazenado para posterior mensuração das concentrações plasmáticas de triglicerídeos 

(triglicerídeos monoreagente K117-2; Bioclin, Brasil), colesterol total (colesterol 

monoreagente K083-2; Bioclin, Brasil) e cálcio (cálcio arzenato III K051; Bioclin, Brasil) 

usando kits comerciais e seguindo as instruções do fabricante. 
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3.6. Avaliação dos parâmetros comportamentais.  

3.6.1. Labirinto em cruz elevado 

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um modelo amplamente utilizado na pesquisa 

para avaliar o comportamento do tipo ansioso em ratos e camundongos, e se baseia em 

respostas incondicionadas a ambientes que possam oferecer perigo em potencial. O LCE 

consiste em um aparato elevado 60 cm do chão, composto por quatro braços posicionados 

em direções opostas, dois fechados e dois abertos (posicionados perpendicularmente, 

formando uma cruz simétrica, sendo cada braço com 50 centímetros e comprimento e 10 

centímetros de largura. 

Esse teste é derivado do trabalho de Montgomery (1955) e o princípio básico do 

teste se baseia na premissa de que ambientes novos provocam medo e curiosidade, 

criando assim, um típico conflito de aproximação/esquiva. Foi demonstrado que ratos 

apresentam alto grau de exploração de espaços fechados em comparação aos abertos 

(Rodgers, 1992; Rodgers et al., 1997; Ramos et al., 1997). Já é estabelecido pela literatura 

que ansiolíticos clássicos podem aumentar a exploração dos braços abertos, sem interferir 

com a atividade motora (Pellow et al., 1985). Por outro lado, fármacos que diminuem as 

entradas nos braços abertos do aparato são caracteristicamente ansiogênicas (Carobrez e 

Bertoglio, 2005) 

 Este teste foi realizado aos 3, 6 e 12 meses de vida. Cada animal foi posicionado 

no centro da plataforma de frente para um braço fechado. O animal permaneceu durante 

5 minutos no aparato, livre para exploração do local, sendo os comportamentos 

registrados por vídeo para posterior análise. Após a exposição de 5 minutos, o animal foi 

retirado do aparato e devolvido para sua caixa. O labirinto foi higienizado com álcool 

20%, evitando assim pistas odoríferas para o próximo animal que foi submetido ao teste. 

Os comportamentos foram gravados por 5 min e analisados posteriormente usando o 

software EthoWatcher®. 

 As variáveis comportamentais foram divididas em espaço-temporais e etológicas. 

As variáveis espaço-temporais avaliadas foram: porcentagem de entradas nos braços 

abertos, porcentagem de tempo de permanência nos braços abertos e número total de 

entradas nos braços abertos e fechados. As entradas e saídas foram definidas como a 

colocação das quatro patas do animal dentro ou fora do braço do aparato. As variáveis 

etológicas avaliadas foram: exploração vertical (movimento vertical no qual o animal 
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mantém seu corpo erguido somente pelas patas traseiras), imersão de cabeça (movimento 

exploratório de cabeça/ombros sobre a borda lateral dos braços abertos em direção ao 

chão) e autolimpeza (ato de limpar qualquer parte da superfície corporal com a língua, 

dentes e/ou patas dianteiras). 

3.6.2. Campo aberto 

O teste de campo aberto também foi realizado nos animais com 3, 6 e 12 meses 

de idade. A aparato consiste em uma arena quadrada (60 X 60 cm), fechada lateralmente 

por 4 paredes de 45 cm de altura e demarcada no chão com 16 quadrantes com tamanhos 

iguais (15 X 15 cm). Dos 16 quadrantes, 12 ficavam em contato com as paredes da arena, 

sendo denominados de quadrantes laterais, enquanto 4 quadrantes não estavam em 

contato com as paredes do aparato, sendo então denominados de quadrantes centrais. Os 

animais foram colocados individualmente no centro da arena e os comportamentos foram 

gravados por 5 min e analisados posteriormente usando o software EthoWatcher®. Após 

percorrido os 5 minutos, o animal foi devolvido para sua caixa. A arena foi higienizada 

com álcool 20%, evitando assim pistas odoríferas para o próximo animal que foi 

submetido ao teste.   

As variáveis analisadas no campo aberta foram: número de cruzamentos nos 

quadrantes; frequência de entradas nos quadrantes centrais da arena e índice de 

tigmotaxia, ou seja, a preferência do animal pelos cantos da arena, calculado através da 

porcentagem de tempo em que o animal permaneceu nos quadrantes laterais em razão do 

tempo total do teste. Além disso, foi quantificado a frequência de autolimpeza e de 

exploração vertical, quando o animal ficava apoiado somente nas patas traseiras e se 

elevava para explorar o ambiente. 

 

3.6.3. Reconhecimento de objetos 

O teste de reconhecimento de objetos é utilizado para avaliar a retenção de 

memória (Botton et al., 2010; Gaskin et al., 2010;). Faz-se o uso de um índice de 

reconhecimento como uma medida direta da avaliação do tempo que o animal leva 

explorando um objeto desconhecido, em relação ao tempo total que o animal leva 

explorando o objeto desconhecido e o objeto ao qual já estava habituado. O princípio do 

teste de memória e reconhecimento de objetos é uma resposta dos comportamentos 

exploratórios de ratos, pois sabe-se que, quando um estímulo ao qual o animal já está 
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habituado e um novo estímulo são apresentados simultaneamente, o roedor explora mais 

o novo estímulo (Antunes e Biala, 2012).  

O reconhecimento de objetos foi avaliado aos 3, 6 e 12 meses de vida. O teste 

consistiu em 3 sessões de ambientação, seguidas de mais 3 sessões do teste propriamente 

dito. Para a ambientação, os animais foram expostos a uma arena (de madeira, preta, 

60x60cm), em sessões de 15 minutos cada e intervalo de 24h entre as sessões. Vinte e 

quatro horas após a última exposição de ambientação os animais foram expostos 

novamente à arena para a sessão de treino, onde foi posto um objeto (cumbuca de 

porcelana amarela com a abertura para cima) e permitiu-se a exploração do objeto por 15 

min, sendo este considerado então o objeto conhecido. Após 3h do treino, os animais 

foram novamente expostos à arena (Teste 1) desta vez, além do objeto já conhecido, um 

outro objeto (objeto desconhecido 1- uma tampa de cano plástica branca com a abertura 

voltada para baixo) foi inserido, e permitiu-se a exploração de ambos os objetos por 5 

min. Por fim, 24h após o treino, os animais foram expostos a arena para o teste 2, que 

consistiu da substituição do objeto desconhecido 1, por um novo objeto (objeto 

desconhecido 2- carrinho de metal azul com as rodas voltadas para baixo), permitindo-se 

então a exploração de ambos os objetos por 5 min.  

Todas as etapas foram filmadas para análise posterior usando o software 

EthoWatcher®, avaliando-se, no treino, o tempo de exploração do objeto e nas sessões 

de teste 1 e teste 2 foi calculado o índice de reconhecimento do objeto desconhecido em 

relação ao tempo total de exploração de ambos os objetos. Entre as exposições dos 

animais, a arena e os objetos foram limpos com álcool 20%, a fim de se evitar possíveis 

pistas odoríferas. 

3.7. Dosagem de corticosterona 

 

A dosagem plasmática de corticosterona foi mensurada através da técnica de 

radioimunoensaio (RIA), utilizando-se um anticorpo anti-corticosterona (#C8784, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os limites para detecção do radioimunoensaio foi 

de 7,8 a 2000 µg/dL. A técnica se baseia na reação antígeno-anticorpo, basicamente, 

segundo Yalow (1978), um hormônio radiomarcado se liga a um anticorpo específico 

formando o complexo radiomarcado antígeno-anticorpo que emite radioatividade. A 

técnica mensura a capacidade de um hormônio não-marcado, contido em uma amostra, 
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em competir com o hormônio marcado e impedir a ligação desse com o anticorpo. Como 

resultado da inibição competitiva, a relação hormônio radiomarcado complexado ao 

anticorpo/ hormônio radiomarcado livre diminui quando a concentração do hormônio não 

marcado aumenta. A concentração em uma amostra desconhecida é obtida comparando a 

inibição observada, através da mensuração da radioatividade produzida, com aquelas 

produzidas por soluções padrões, contendo quantidades conhecidas do hormônio. 

 

3.8. Análise dos vídeos 

 Os testes comportamentais foram gravados por meio do programa Virtual Dub e 

posteriormente analisados por meio do software Ethowatcher® (Crispim et al 2012). O 

software permite a criação manual de um catálogo comportamental com as variáveis de 

acordo com o teste utilizado. Terminada a análise, o programa criou um arquivo contendo 

latência, duração e frequência para cada uma das categorias comportamentais salvas 

previamente. 

 

3.9. Eutanásia e extração de órgãos 

Aos 6 e 12 meses de vida, 24h após o teste de tolerância a insulina, os animais em 

jejum de 8-10h, foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) e xilazina (12mg/kg i.p.) e 

então avaliados os reflexos palpebral, pupilar e interdigital para determinação do nível de 

anestesia. Com o animal em plano anestésico cirúrgico, foi realizada coleta de sangue 

intracardíaca e a eutanásia se deu por decapitação usando guilhotina. Para a coleta de 

tecidos foi feita uma incisão longitudinal mediana na pele e musculatura, iniciada na 

região pré-pubiana indo na direção caudo-cranial até o manúbrio.  

Os órgãos de interesse foram visualizados e identificados. Com o auxílio de uma 

pinça e uma tesoura, foram removidos na seguinte ordem: fígado, pâncreas e encéfalo. 

Depois da remoção, os órgãos foram identificados, pesados e armazenados para posterior 

análise. 
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3.10.  Análise estatística 

 As diferenças entre os grupos experimentais foram determinadas pelo teste 

ANOVA de duas vias seguido do pós-teste de Fischer’s LSD. Para a análise estatística 

foram retirados os outliers de cada grupo e para isso a fórmula média ± 2 vezes o desvio 

padrão da média foi aplicada para cada conjunto de dados, e os valores acima do valor 

máximo dado pela fórmula ou os valores abaixo do valor mínimo dado pela fórmula 

foram desconsiderados para análise. Os dados foram apresentados como média ± erro 

padrão da média (Prisma Graph-Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA) nos gráficos e 

nas tabelas estão apresentados como média ± desvio padrão da média. O nível de 

significância adotado foi de p < 0.05.  
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4. RESULTADOS 

 

Os resultados serão apresentados em três seções, de acordo com os parâmetros 

avaliados, conforme segue: 

-1° Parâmetros desenvolvimentais; 

-2° Parâmetros metabólicos; 

-3° Parâmetros comportamentais. 

4.1. Parâmetros desenvolvimentais 

 

4.1.1. Peso corporal durante a gestação e ingesta alimentar durante o 

tratamento com dexametasona. 

 O peso corporal inicial das gestantes foi similar entre os grupos e manteve-se 

assim até o 15° dia de gestação. A partir do 16° dia, o tratamento com dexametasona 

aboliu o ganho de peso, levando a um menor peso dos grupos que receberam DEX quando 

comparados aos grupos controles (20° dia, efeito da DEX:  p< 0,0001; F (1, 35) = 37,06; 

r2= 51,06; Figura 1A). Nesse aspecto, a administração com VD, per se, não exerceu 

nenhuma influência (Figura 1A).  Com relação a ingesta alimentar, avaliada durante o 

tratamento com DEX nas gestantes, os resultados da ANOVA mostraram um efeito da 

DEX promovendo redução desse parâmetro do 15° ao 20° dia de gestação nos grupos 

DEX e DVD, sem efeito da administração com VD (20° dia, efeito da DEX: p= 0,0005; 

F (1, 27) = 33,75; r2= 51,06; Figura 1B). 
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Figura 1.  Peso corporal durante a gestação (A) e ingesta alimentar durante o tratamento com dexametasona 

(B). ANOVA de duas vias seguida dos pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± 

SEM. p< 0,05; @ diferença significativa entre os grupos CTL e DEX; $diferença significativa entre os 

grupos VD e DVD; $diferença significativa entre os grupos VD e DVD; &diferença entre os grupos DEX e 

DVD. 

 

4.1.2.  Peso corporal no dia do nascimento, durante a lactação e na vida adulta 

Houve redução no peso ao nascer de machos (p<0.0001; F1, 33= 116.1; r2=76.55; 

Figura 2A) e fêmeas (p<0.0001; F1, 32= 230.8; r2=84.39; Figura 2B) expostos à DEX no 

período pré-natal. Além disso, os resultados da ANOVA mostraram interação significante 

entre os fatores DEX e VD em machos (p=0.01; F1, 33= 6.16; r2=4.06; Figura 2A). Com 

relação a essa interação, o pós-teste revelou uma tendência estatística entre os grupos 

CTL e VD (p=0,06) mas não entre os grupos DEX e DVD, confirmando a interação 

evidenciada pela ANOVA. Nas fêmeas, a interação significante entre os fatores DEX e 

VD (p=0.02; F1, 32= 5.45; r2=1.99; Figura 2B) levou à exacerbação na redução de peso 

ao nascer como mostrado pelo pós-teste na diferença significante entre os grupos DEX e 

DVD. A ANOVA mostrou um efeito da VD em fêmeas (p=0.01; F1, 32= 7.45; r2=2.72; 

Figura 2B), contudo, os resultados do pós-teste não confirmaram essa diferença, uma vez 

que os grupos CTL e VD são estatisticamente similares. Além disso, no final do período 

de lactação, no 21° dia pós-natal, somente machos (p=0.06; F1, 32= 8.50; r2=19.66; 

Figura 2C) e fêmeas (p<0.0001; F1, 32= 21.78; r2=38.60; Figura 2D) expostos à DEX no 

período pré-natal  tiveram redução no peso corporal quando comparados aos seus 

respectivos grupos controles. Não houve influência da VD nesse parâmetro. 

O peso corporal foi avaliado mensamente até o final do período experimental (12 

meses). Com relação a esse parâmetro, a exposição pré-natal á DEX promoveu redução 

do peso corporal em machos até 12 meses de idade (Figura 2E). Além disso, do 9° ao 12° 
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mês, os resultados da ANOVA mostraram uma interação significante entre os fatores 

DEX e VD causando exacerbação na redução no peso corporal em machos do grupo 

DVD, como confirmado pelas comparações do pós-teste. Embora os resultados da 

ANOVA também tenham mostrado um efeito, per se, da VD no peso corporal de machos 

no 9°, 10° e 11° mês de idade,  estas diferenças não foram evidenciadas pelo pós-teste, 

considerando que não houve diferença significativa entre os grupos CTL e VD (Figura 

2E). O Tratamento pré-natal com DEX também causou redução no peso corporal de 

fêmeas, mas somente até o 6° mês de idade, a partir dessa idade todos os grupos foram 

estatisticamente similares até o final do período experimental (Figura 2F).  
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Figura 2. Peso ao nascer em machos (A) e fêmeas (B);   peso corporal durante a lactação em machos (C) 

e fêmeas (D) e peso durante a idade adulta em machos (E) e fêmeas (F) nascidos de mães tratadas com 

DEX (barras cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de 

duas vias seguida dos pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. p< 0,05; 

@ diferença significativa entre os grupos CTL e DEX; $diferença significativa entre os grupos VD e DVD; 
&diferença entre os grupos DEX e DVD; ***≤ 0,0009; **** p< 0,0001. 
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4.1.3.  Desenvolvimento físico e de reflexos da prole 

A figura 3 ilustra os resultados dos testes que avaliaram os parâmetros 

desenvolvimentais da prole, considerando a ninhada como unidade. O dia da abertura 

bilateral dos olhos foi adiantado nos animais que foram expostos à DEX no período pré-

natal, sem influência da administração com VD (p<0,0001; F1, 35= 24,16; r2=39.44; 

Figura 3A). Em relação ao dia de aparecimento do reflexo de sobressalto e erupção dos 

dentes incisivos, não foram observadas diferenças significantes entre os grupos estudados 

(Figs. 3 B e C, respectivamente, p>0,05), bem como não houve diferença significante 

entre os grupos experimentais no dia de aparecimento da penugem (Figura 3D, p>0,05) e 

do reflexo de sobressalto (Figura 3E, p>0,05).  
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Figura 3 Parâmetros desenvolvimentais avaliados pelo dia de abertura bilateral dos olhos (A), dia de 

aparecimento do reflexo de sobressalto (B), dia de erupção dos dentes incisivos (C), dia de aparecimento 

da penugem (D) e dia de aparecimento do reflexo de preensão palmar (E) em animais nascidos de mães 

tratadas com DEX (barras cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo (Veículo). 

ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. 

P<0,05; ** p≤ 0,009; ***≤ 0,0009;  

 

Os resultados da ANOVA mostraram que o tratamento pré-natal com DEX 

promoveu aumento na latência para execução do reflexo de endireitamento em machos 

em todos os dias em que este foi avaliado, contudo, os resultados do pós-teste 

evidenciaram diferença significativa entre os grupos VD e DVD somente nos dias 5 e 6 
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pós-natal (Figura 4A, p=0,01 e 0,004, respectivamente), além disso houve efeito 

significante da administração gestacional com VD no 7° dia pós-natal (p=0,02; F1, 32= 

5,32; r2=12,44), porém esta diferença não foi confirmada pelo resultado do pós-teste, uma 

vez que os grupos CTL e VD foram estatisticamente similares. Assim como em machos, 

o tratamento pré-natal com DEX promoveu aumento na latência para execução do reflexo 

de endireitamento em fêmeas no 5°, 6° e 7° dia pós-natal (Figura 4C, p<0,05). Ainda, no 

6° dia pós-natal, os resultados da ANOVA mostraram um efeito significante da 

administração gestacional com VD (p=0,02; F1, 35= 5,55; r2=11,62) contudo, os 

resultados do pós-teste não mostraram diferença entre os grupos CTL e VD, assim como 

não confirmaram a interação dos fatores DEX e VD evidenciada pela ANOVA no 7° dia 

pós natal (p=0,04; F1, 33= 4,40; r2=10,01).  

Já com relação ao reflexo de geotaxia negativa em machos, houve uma interação 

significante entre os fatores DEX e VD no 9° e 13° dia pós-natal (9° dia: p=0,01; F1, 32= 

6,11; r2=15,68; 11° dia: (9° dia: p=0,01; F1, 32= 7,04; r2=17,71 Figura 4B), e o pós-teste 

confirmou que o tratamento pré-natal com DEX diminuiu o tempo para execução deste 

reflexo enquanto a administração gestacional com VD preveniu a redução deste 

parâmetro. Ainda com relação ao reflexo de geotaxia negativa em machos, no 11° dia 

pós-natal  os resultados da ANOVA mostraram um efeito da administração com VD 

(p=0,03; F1, 33= 4,96; r2=12,67), porém, os resultados do pós-teste somente mostraram 

diferença significativa entre os grupos DEX e DVD (p=0,02). Com relação a este 

parâmetro avaliado também em fêmeas (Figura 4D), os resultados da ANOVA mostraram 

efeito do tratamento pré-natal com DEX somente no 7° dia pós-natal, levando a um 

aumento na latência para execução do reflexo de geotaxia negativa nos animais expostos 

a DEX pré-natal (p=0,0006; F1, 32= 14,36; r2=30,94). Ainda, no 9° dia pós-natal houve 

uma interação entre os fatores DEX e VD (p=0,04; F1, 32= 4,21; r2=11,58). 
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Figura 4. Latência para o reflexo de endireitamento em machos (A) e fêmeas (C) e latência para o reflexo 

de geotaxia negativa em machos (B) e fêmeas (D) nascidos de mães tratadas com DEX ou não e 

administrados com VD ou óleo. ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados 

estão expressos como média ± SEM. P<0,05; $diferença significativa entre os grupos VD e DVD; 
&diferença entre os grupos DEX e DVD. 

 

4.2. Parâmetros metabólicos 

 

4.2.1. Teste de tolerância intraperitoneal a glicose na prole adulta 

 

O teste de tolerância intraperitoneal à glicose foi realizado em machos (Figura 5) 

e fêmeas (Figura 6) aos 3, 6 e 12 meses pós-natal. Os resultados da ANOVA em machos 

mostraram que os grupos foram estatisticamente similares aos 3 (Figuras 5A e B) e 6 

meses (Figura 5C e D). Contudo, aos 12 meses, os machos que foram expostos ao 

tratamento com DEX no período pré-natal apresentaram valores elevados de glicemia aos 

30, 60 e 120 minutos após o desafio glicêmico, bem como elevados valores da área sob a 

curva quando comparados aos grupos CTL e VD (p=0.002; F1, 29= 10.54; r2=27.17, 

Figuras. 5E e F). Nesse contexto, não houve efeito significante da administração 

gestacional com VD em nenhuma das idades em que os animais foram avaliados.  
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Figura 5. Valores da glicemia durante o teste de tolerância intraperitoneal a glicose (A, C e E)  e valores 

da áre sob a curva obtida durante o OGTT (B, D e F) em machos nascidos de mães tratadas com DEX 

(barras cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de duas 

vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. P<0,05; *p< 

0,05; @diferença significativa entre os grupos CTL e DEX; $diferença significativa entre os grupos VD e 

DVD; #diferença entre os grupos CTL e VD. 

 

Os resultados do desafio glicêmico nas fêmeas foram estatisticamente similares 

entre os grupos aos 3 meses (Figura 6A e B). Contudo, aos 6 meses, fêmeas que nasceram 

de mães que foram administradas com VD durante a gestação apresentaram elevados 

valores de glicemia aos 30, 60 e 120 minutos após a administração de glicose e maiores 

valores da área sob a curva (p=0.01; F1, 28= 6.74; r2=19.08, Figuras. 6C e D) quando 

comparados ao grupo CTL. Entretanto, esses resultados foram transientes, uma vez que 

a intolerância à glicose induzida pela administração gestacional com VD desapareceu nos 

animais avaliados aos 12 meses pós-natal (Figura 6E e F). Contudo, nessa mesma idade, 

a prole de fêmeas expostas à administração de DEX no período gestacional apresentaram 

valores elevados de glicemia aos 30 e 60 minutos após o desafio glicêmico e maiores 

valores da área sob a curva (p=0.002; F1, 31= 11.12; r2=23.87, Figura. 6E e F) quando 

comparados ao grupo CTL. 
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Figura 6. Valores da glicemia durante o teste de tolerância intraperitoneal a glicose (A, C e E)  e valores 

da área sob a curva obtida durante o OGTT (B, D e F) em fêmeas nascidas de mães tratadas com DEX 

(barras cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de duas 

vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. *p<0,05; 

**p≤0,009; @diferença significativa entre os grupos CTL e DEX; $diferença significativa entre os grupos 

VD e DVD; #diferença entre os grupos CTL e VD. 

 

 

4.2.2. Teste de tolerância intraperitoneal a insulina na prole adulta 

A constante de decaimento (kITT), calculada usando os valores de glicemia 

durante o teste de tolerância intraperitoneal à insulina foi avaliada em machos (Figura 7) 

e fêmeas (Figura 8) aos 3, 6 e 12 meses de idade. Em resposta à administração de insulina 

exógena, não houve diferença significante nos valores de glicemia durante o ITT nem nos 

valores da kITT em machos aos 3 meses pós-natal (Figura 7 A e B).  Contudo, aos 6 

meses de idade, os resultados mostraram que houve uma redução nos valores da kITT em 

machos que foram expostos à DEX pré-natal quando comparados ao grupo CTL (p=0,03, 

Fig, 7D). Além disso, os resultados da ANOVA mostraram uma interação significante 

entre os fatores DEX e VD (p=0.02; F1, 22= 6.25; r2=20.44), indicando que a 

administração gestacional de VD preveniu o prejuízo glicêmico induzido pela 

administração pré-natal com DEX (Figura 7C e D). Resultados similares foram 

observados em machos com 12 meses de idade. Mesmo que o pós-teste tenha mostrado 

uma diferença marginal entre CTL e DEX (p=0,06) os resultados da  ANOVA mostraram 

interação significante entre DEX e VD (p=0.01; F1, 21= 7; r2=18.93) levando à um 

aumento de  kITT no grupo DVD quando comparado ao grupo DVD, como evidenciado 

pelos resultados do pós-teste  (p=0,006, Figuras 7E e F). Ainda, em machos com 12 meses 
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de idade, embora tenha havido um efeito significante da VD (p=0.01; F1, 22= 7.73; 

r2=20.92) o resultado do pós-teste não confirmou essa diferença, uma vez que os grupos 

CTL e VD foram estatisticamente similares.  

Figura 7. Valores da glicemia durante o teste de tolerância intraperitoneal a insulina (A, C e E)  e valores 

da kITT durante o iITT (B, D e F) em machos nascidos de mães tratadas com DEX (barras cinzas) ou não 

(barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de duas vias seguida do pós-teste 

de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. P<0,05; * p<0,05; **p≤0,009; @diferença 

significativa entre os grupos CTL e DEX; &diferença significativa entre os grupos DEX e DVD; #diferença 

entre os grupos CTL e VD. 

Com relação aos resultados de responsividade à administração intraperitoneal de 

insulina em fêmeas, não houve diferença significante aos 3 (Figura 8ª e B), 6 (Figura 8C 

e D) ou 12 (Figura 8E e F) meses pós-natal. 
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Figura 8. Valores da glicemia durante o teste de tolerância intraperitoneal a insulina (B, D e F)  e valores 

da kITT durante o iITT (B, D e F) em fêmeas nascidas de mães tratadas com DEX (barras cinzas) ou não 

(barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de duas vias seguida do pós-teste 

de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. P<0,05; #diferença entre os grupos CTL e 

VD. 

4.2.3.  Massa de tecido adiposo branco na prole adulta 

A administração pré-natal de DEX causou uma redução significante no peso 

relativo do tecido adiposo omental (p=0,007; F1, 30 = 8,090; r2=20.84; Tabela 1) e 

perigonadal (p=0,04; F1, 33= 4,51; r2=11,39; Tabela 1)  em machos aos 6 meses de idade, 

enquanto que a administração gestacional com VD, per se, não exerceu nenhum efeito 

sobre esse parâmetro. Contudo, o peso relativo do tecido adiposo perirrenal e peso total 

das gorduras foram similares entre os grupos estudado (Tabela 1).  No 12° mês pós-natal, 

não houve diferença significante entre os grupos estudados com relação ao peso relativo 

do tecido adiposo omental e perigonadal, contudo, houve uma interação significante entre 

DEX e VD causando redução no peso do tecido adiposo perirrenal (p=0.02; F1, 29= 5.43; 

r2=12.54; Tabela 2) bem como no peso total das gorduras (p=0.03; F1, 29= 4.71; r2=8.97; 

Tabela 2) somente em machos nascidos de mães que foram tratadas com VD e DEX 

concomitantemente. 
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Tabela 1 Peso (g/100g p.c.) do tecido adiposo omental, perigonadal, perirrenal, peso total das gorduras e 

concentração de triglicerídeos e colesterol plasmáticos em machos e fêmeas com 6 meses de idade, nascidos 

de mães tratadas com DEX ou não, administrados com VD ou óleo. ANOVA de duas vias seguida do pós-

teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SD. P<0,05; @diferença entre os grupos 

CTL e DEX; $diferença entre os grupos VD e DVD. 

6 Meses CTL ♂ DEX ♂ VD ♂ DVD ♂ Valor de p 

T.A. Omental  0.17±0.02 0.12±0.02 @ 0.15±0.04 0.13±0.04  p=0.007 

T.A. Perigonadal 1.30±0.31 1.13±0.43 @ 1.54±0.38 1.20±0.29 $ p=0.0006 

T.A. Perirrenal 1.86±0.52 1.72±0,78 1.76±0.51 1.52±0.57 NS 

T.A. Total 3.34±0.85 3.01±1.21 3.65±1.06 3.20±1.27 NS 

TAG plasmático 68.1±31.7 53.3±18.4 59.4±20.8 51.2±20.6 NS 

CT plasmático 70.5±14.2 79.2±24.1 77.9±16.1 87.1±19.2 NS 

      

 CTL ♀ DEX ♀ VD ♀ DVD ♀  Valor de p 

T.A. Omental 0.17±0.03 0.16±0.02 0.19±0.04 0.18±0.06 NS 

T.A. Perigonadal 1.42±0.56 1.11±0.38  1.55±0.44 1.10±0.41  NS 

T.A. Perirrenal 1.87±0.30 1.80±0.76 2.09±0.45 1.99±0.95 NS 

T.A. Total 3.40±0.71 3.46±1.54 3.84±0.87 3.04±1.13 NS 

TAG plasmático 44.5±8.2 45.2±6 54.2±6.2 46.9±12.7 NS 

CT plasmático 78±15.1 70.2±16.6 82.7±15.5 68.7±18.4 NS 

  

Com relação ao peso das gorduras em fêmeas, embora os resultados da ANOVA 

tenham mostrado um efeito da DEX no tecido adiposo perigonadal aos 6 meses (p=0.02; 

F1, 31= 5.87; r2=15.86; Tabela 1),  o pós-teste não confirmou essa diferença, uma vez 

que os grupos CTL e DEX foram estatisticamente semelhantes. Nessa mesma idade, não 

houve diferença significante no peso relativo do tecido adiposo omental, perirrenal e peso 

total das gorduras entre os grupos estudados. (Tabela 1). Resultados similares foram 

observados em fêmeas no 12° mês pós-natal, onde o peso relativo do tecido adiposo  

omental, perigonadal, perirrenal e peso total das gorduras foram estatisticamente 

semelhantes entres os grupos experimentais (Tabela 2). 
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Tabela 2. Peso (g/100g p.c.)  do tecido adiposo omental, perigonadal, perirrenal, peso total das gorduras e 

concentração de triglicerídeos e colesterol plasmáticos em machos e fêmeas com 12 meses de idade, 

nascidos de mães tratadas com DEX ou não, administrados com VD ou óleo. ANOVA de duas vias seguida 

do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SD. P<0,05; #diferença entre os 

grupos CTL e VD; $diferença entre os grupos VD e DVD; &diferença entre os grupos DEX e DVD. 

12 Meses CTL ♂ DEX ♂ VD ♂ DVD ♂ Valor de p 

T.A. Omental 0.28±0.09 0.26±0.13 0.27±0.08 0.17±0.09 NS 

T.A. Perigonadal 1.44±0.52 1.25±0.40 1.64±0.64 1.41±0.44 NS 

T.A. Perirrenal 2.50±0.55 2.49±1.21 2.60±0.49 1.41±0.4 $& p<0,009 

T.A. Total 5.16±0.68 4.59±1.88  5.10±0.60 2.66±1.2 $& p<0,009 

TAG plasmático 89±19.9 100.1±54.5 82±26.4 95.3±53.7 NS 

CT plasmático 93.6±20.5 90.1±15.6 91±19.9 121.5±37.1 NS 

      

 CTL ♀ DEX ♀ VD ♀ DVD ♀  Valor de p 

T.A. Omental 0.22±0.09 0.24±0.11 0.26±0.06 0.30±0.08 NS 

T.A. Perigonadal 1.46±0.07 1.44±0.52 1.25±0.40 1.64±0.65 NS 

T.A. Perirrenal 2.72±1.56 2.64±0.82 2.79±0.87 2.63±0.95 NS 

T.A. Total 3.96±2.71 4.33±1.40 4.31±0.86 4.58±1.43 NS 

TAG plasmático 67.3±26.3 84±36.4 43.4±8.1 # 45.2±11.9 & p<0,05 

CT plasmático 78.7±26.9 85.7±14.5 78.1±24.9 94.1±16.4 NS 

 

4.2.4.  Parâmetros bioquímicos 

A administração pré-natal de DEX  causou aumento no acúmulo de triglicerídeo 

hepático em machos aos 6 (p=0.01; F1, 28= 7.33; r2=15.79; Figura 9A) e 12 (p=0.0003; 

F1, 27= 17.69; r2=27.91; Figura 9B) meses quando comparados aos grupo CTL. Contudo, 

a interação significante entre DEX e VD mostrou que a administração gestacional com 

VD foi capaz de atenuar o acúmulo de triglicerídeo hepático tanto aos 6 (p=0.02; F1, 28= 

5.49; r2=11.82; Figura 9A) quanto aos 12  (p=0.02; F1, 27= 5.48; r2=8.66; Figura 9B) 

meses. Embora os resultados da ANOVA tenham mostrado um efeito da VD (p=0.001; 

F1, 27= 12.25; r2=19.32; Figura 9B), o pós-teste não evidenciou diferença estatística 

entre os grupos CTL e VD no que diz respeito a esse parâmetro. Com relação aos dados 

de triglicerídeo hepático em fêmeas, a ANOVA mostrou um efeito da DEX aos 6 meses 

(p=0.02; F1, 29= 5.61; r2=15.97; Figura 10A), contudo os resultados do pós-teste não 

mostraram nenhuma diferença estatística entre os grupos estudados. Além disso, esse 
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efeito desapareceu nas fêmeas com 12 meses (Figura 10B). Ao contrário do que foi visto 

em machos, a administração gestacional com VD não exerceu nenhum efeito significante 

no conteúdo de triglicerídeo hepático em fêmeas tanto aos 6 (Figura 10A) quanto aos 12 

(Figura 10B) meses de idade. 
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Figura 9. Conteúdo de triglicerídeo hepático em machos com 6 (A) e 12 (B) meses e concentração 

plasmática de cálcio em machos com 6 (C) e 12 (D)  meses nascidos de mães tratadas com DEX (barras 

cinzas) ou não (barras brancas) administradas com VD (VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de duas vias 

seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. P<0,05; * p<0,05; 

**p≤0,009; *** p≤0,0009. 

A concentração plasmática de triglicerídeo foi estatisticamente similar entre os 

grupos de machos aos 6 (Tabela 1) e 12 (Tabela 2) meses de idade. Ao contrário do que 

foi visto em machos, fêmeas que nasceram de mães que receberam administração com 

VD, independente da administração pré-natal de DEX, apresentaram menores 

concentrações de triglicerídeo plasmático comparadas aos grupos CTL e DEX (p=0.0008; 

F1, 30= 13.94; r2=30.25; Tabela 2) aos 12 meses de idade. A concentração plasmática de 

colesterol total em machos e fêmeas não foi afetada nem pela administração com VD ou 

pela administração de DEX durante a gestação, independentemente da idade em que o 

parâmetro foi avaliado. (Tabelas 1 e 2)  
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Tanto a administração gestacional com VD como a administração de DEX no 

período pré-natal, independentemente, levaram à um aumento nas concentrações 

plasmáticas de cálcio em machos aos 6 meses de idade (p=0.004; F1, 34= 9.42; r2=18.23 

e p=0.009; F1, 34= 7.46; r2=14.45, respectivamente; Figura 9C). Efeitos similares foram 

observados em fêmeas aos 6 meses (VD: p=0.0003; F1, 32= 16.55; r2=31.56 e DEX: 

p=0.03; F1, 32= 4.69; r2=8.94, Figura 10C). Contudo, os resultados do pós-teste não 

mostraram diferença significante entre os grupos CTL e DEX.  Quando os animais foram 

avaliados aos 12 meses, somente machos que nasceram de mães que receberam VD 

apresentaram maiores concentrações plasmáticas de cálcio quando comparados ao grupo 

CTL (p=0.01; F1, 29= 6.54; r2=16.79, Figura 9D), independentemente do tratamento pré-

natal com DEX.  Além disso, nenhuma diferença significante foi observada a respeito das 

concentrações plasmáticas de cálcio em fêmeas avaliadas aos 12 meses (Figura 10D).
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Figura 10. Conteúdo de triglicerídeo hepático em fêmeas com 6 (A) e 12 (B) meses e concentração 

plasmática de cálcio em fêmeas com 6 (C) e 12 (D) meses nascidas de mães tratadas com DEX (barras 

cinzas) ou não (barras brancas) administradas com VD (VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de duas vias 

seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. P<0,05; * p<0,05. 
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4.2.5.  Massa de células beta 

A administração pré-natal de DEX promoveu um aumento significante na massa 

de células beta em machos aos 6 (p=0.02; F1, 14= 6.15; r2=20.34; Figura 11A)  e aos 12 

meses (p=0.04; F1, 15= 4.59; r2=14.65; Figura 11B). Contudo, houve uma interação 

significante entre os fatores DEX e VD aos 6 (p=0.04; F1, 14= 4.61; r2=15.26) e 12 meses 

(p=0.01; F1, 15= 8.03; r2=25.61), indicando que a administração gestacional com VD 

suprimiu o aumento na massa de células beta induzido pela administração pré-natal de 

DEX. Ainda, em machos aos 6 meses, a administração gestacional com VD per se, não 

promoveu nenhuma alteração deste parâmetro. Embora a ANOVA tenha mostrado um 

efeito significante da VD em machos com 12 meses (p=0.03; F1, 15= 5.61; r2=17.90), o 

pós-teste não confirmou essa diferença, uma vez que os grupos CTL e VD foram 

estatisticamente similares. Os resultados da massa de célula beta em fêmeas aos 6 (Figura 

11C) e 12 meses (Figura 11D) foram estatisticamente similares entre os grupos estudados. 
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Figura 11. Massa de célula beta em machos com 6 (A) e 12 (B) meses e fêmeas com 6 (C)e 12 (D) meses 

nascidas de mães tratadas com DEX (barras cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD (VD) 

ou óleo (Veículo). ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos 

como média ± SEM. P<0,05; * p<0,05; **p≤0,009. 
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Figura 12. Imagens representativas de secções de pâncreas com magnitude final de 200X, de machos e 

fêmeas, aos 6 e 12 meses de idade, nascidos de mães tratadas somente com DEX (DEX) ou não (CTL), 

tratadas com DEX e administradas com VD (DVD) ou apenas administradas com VD (VD). As secções 

contendo tecido pancreático foram imunocoradas para insulina e contracoradas com hematoxilina. . 

 

4.3. Parâmetros comportamentais  

4.3.1. Teste de labirinto em cruz elevado 

A latência para entrada nos braços abertos do labirinto em machos com 3, 6 e 12 

meses (Figura 12 A, B e C, respectivamente) foi estatisticamente semelhante entre os 

grupos experimentais. Ainda em machos, a porcentagem de tempo gasto nos braços 

abertos do aparato foi maior nos animais avaliados com 3 meses e que nasceram de mães 

que receberam DEX no período pré-natal (p=0,01; F1,33= 7,22; r2=17,73; Figura 12D) 

quando comparados ao grupo CTL. Ainda nesse aspecto, não foram observadas 

influências da administração gestacional com VD. Esse efeito da DEX parece ser 

transitório, uma vez que desaparece nos machos avaliados aos 6 meses. Contudo, nessa 

idade, os resultados da ANOVA mostraram um efeito da VD (p=0,01; F1,32= 6,25; 

r2=15,54, Figura 12E), porém a análise do pós-teste não confirmou essa diferença, visto 

que os grupos CTL e VD foram estatisticamente similares. Ainda com relação a 

porcentagem de tempo gasto nos braços abertos, tanto os efeitos da DEX quanto da VD 

evidenciados em idades anteriores, desapareceram nos animais com 12 meses de idade, 

considerando que os grupos foram estatisticamente similares nessa idade (Figura 12F). 

Com relação a porcentagem de entrada nos braços abertos, não houve diferença 
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significante aos 3, 6 e 12 (Figura 12 G, H e I, respectivamente) meses entre os grupos 

experimentais.  

 

Figura 13. Latência para entrada nos braços abertos do labirinto avaliada aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses. 

Porcentagem de tempo gasto nos braços aberto do labirinto avaliada aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F)  e porcentagem 

de entrada os braços abertos do labirinto aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em machos nascidos de mães 

tratadas com DEX (barras cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo (Veículo). 

ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. 

P<0,05; * p<0,05. 

 

 Os parâmetros observados no labirinto em cruz elevado também foram avaliados 

em fêmeas. Com relação a latência para entrada nos braços abertos, não houve diferença 

significativa entre os grupos estudados aos 3 e 6 meses (Figura 14 A e B, 

respectivamente). Já aos 12 meses, a administração gestacional com VD promoveu 

diminuição desse parâmetro (p=0,01; F1,30= 6,14; r2=16,10, Figura 14C). A 

porcentagem de tempo gasto nos braços abertos do labirinto foi maior em fêmeas 

avaliadas aos 3 (p=0,011; F1,33= 11,79; r2=26,26, Figura 14D)  e 6 meses (p=0,04; 

F1,30= 4,30; r2=11,17, Figura 14E) e que nasceram de mães expostas à administração 

pré-natal de DEX, porém aos 6 meses, o pós teste não confirmou essa diferença, uma vez 

que os grupos CTL e DEX foram estatisticamente similares (p=0,07). Ainda com relação 

a esse parâmetro, os resultados de 12 meses mostram que os efeitos da DEX são 
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transitórios, já que não houve diferença significativa entre os grupos estudados (Figura 

42F). Com relação a porcentagem de entradas nos braços abertos, a análise estatística 

mostrou que não há diferença significante entre as fêmeas avaliadas aos 6 e 12 meses 

(Figura 14 G e H, respectivamente). Porém, quando avaliadas aos 12 meses, os resultados 

da ANOVA mostraram um efeito significante da VD (p=0,0084; F1,32= 7,86; r2=16,38, 

Figura 14I)  e também uma interação entre os fatores DEX e VD  (p=0,01; F1,32= 7,01; 

r2=14,61, Figura 14I), mostrando que a administração gestacional de VD promoveu um 

aumento na porcentagem de entrada nos braços abertos e o tratamento pré-natal com DEX 

impediu esse aumento, como comprovado pelos resultados do pós-teste. 

 

Figura 14. Latência para entrada nos braços abertos do labirinto avaliada aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses. 

Porcentagem de tempo gasto nos braços aberto do labirinto avaliada aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F)  e porcentagem 

de entrada os braços abertos do labirinto aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em fêmeas nascidas de mães 

tratadas com DEX (barras cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo (Veículo). 

ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. 

P<0,05; * p<0,05; **p≤0,009, ***p≤0,0009. 

 

Ainda, foram avaliadas as variáveis etológicas no labirinto em cruz elevado em 

machos e fêmeas aos 3, 6 e 12 meses de idade. Com relação a exploração vertical (EV), 

imersão de cabeça (IC) e autolimpeza (AL), não houve diferença significante entre os 

grupos de machos ou de fêmeas avaliados aos 3 e 6 meses pós-natal (Tabela 3 e 4, 
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respectivamente). Já aos 12 meses (Tabela 5), em machos, a EV e IC foram 

estatisticamente similares entre os grupos experimentais, enquanto a administração 

gestacional com VD (p=0,003; F1,23= 10,32; r2=30,02, Tabela 5)  promoveu redução na 

frequência de AL, como confirmado pelos resultados do pós-teste pela diferença entre os 

grupos CTL e VD (p=0,02), bem como entre DEX e DVD (p=0,04). Os resultados obtidos 

pela avaliação desses parâmetros em fêmeas mostraram que não houve diferença 

significante entre os grupos estudados com relação a EV e AL, contudo a ANOVA 

mostrou um efeito da DEX no que diz respeito a IC (p=0,02; F1,26= 6,10; r2=17,89, 

Tabela 5), porém esses resultados não foram confirmados pelo pós-teste, uma vez que os 

grupos CTL e DEX foram estatisticamente similares. 

Tabela 3. Variáveis etológicas avaliadas no LCE. Exploração vertical (EV); Imersão de cabeça (IC) e 

autolimpeza (AL) em machos e fêmeas com 3 meses de idade, nascidos de mães tratadas com DEX ou não, 

administrados com VD ou óleo. ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados 

estão expressos como média ± SD. P<0,05. 

3 Meses CTL ♂ DEX ♂ VD ♂ DVD ♂ Valor de p 

EV 14,3 ± 1,1 13,6 ± 1,1 15,5 ± 1,7 15,2 ± 1,5 NS 

IC 6,3 ±1 8,1 ± 1,3 7 ± 0,7 6 ± 1,1 NS 

AL 0,7 ± 0,2 1,3 ± 0,1 0,8 ± 0,2 1,1 ± 0,2 NS 

 CTL ♀ DEX ♀ VD ♀ DVD ♀  Valor de p 

EV 13,1 ± 1,3 14,3 ± 0,9 13,8 ± 0,6 15,8 ± 0,9 NS 

IC 4,7 ± 0,8 6,2 ± 0,9 8,5 ± 1,5 6,6 ± 0,8 NS 

AL 0,7 ± 0,4 1,1 ± 0,3 1,1 ± 0,3 1,6 ± 0,2 NS 

 

Tabela 4. Variáveis etológicas avaliadas no LCE. Exploração vertical (EV); Imersão de cabeça (IC) e 

autolimpeza (AL) em machos e fêmeas com 6 meses de idade, nascidos de mães tratadas com DEX ou não, 

administrados com VD ou óleo. ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados 

estão expressos como média ± SD. P<0,05. 

6 Meses CTL ♂ DEX ♂ VD ♂ DVD ♂ Valor de p 

EV 15,5 ± 1,5 12,5 ±1,2 13,5 ± 1,3 16 ± 1,7 NS 

IC 2,9 ± 0,8 2 ± 0,5 1,8 ± 0,7 1,7 ± 0,6 NS 

AL 1,9 ± 0,4 1,7 ± 0,4 2,6 ± 0,8 2,2 ± 0,4 NS 

 CTL ♀ DEX ♀ VD ♀ DVD ♀  Valor de p 

EV 16 ± 1,6 15,8 ± 1,9 17,8 ± 1,9 19,2 ± 0,8 NS 

IC 2 ± 0,2 3,4 ± 0,8 2,4 ± 0,8 3,4 ± 0,9 NS 

AL 2 ± 0,5 2,4 ± 0,3 2 ± 0,5 3,1 ± 0,8 NS 
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Tabela 5. Variáveis etológicas avaliadas no LCE. Exploração vertical (EV); Imersão de cabeça (IC) e 

autolimpeza (AL) em machos e fêmeas com 12 meses de idade, nascidos de mães tratadas com DEX ou 

não, administrados com VD ou óleo. ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados 

estão expressos como média ± SD. P<0,05. @diferença entre os grupos CTL e DEX; $diferença entre os 

grupos VD e DVD. 

12 Meses CTL ♂ DEX ♂ VD ♂ DVD ♂ Valor de p 

EV 13,5 ± 1,9 13,3 ±1 16,1 ± 2,2 17,5 ± 2,2 NS 

IC 2,1 ± 0,2 1,8 ± 0,6 2,3 ± 0,8 2,5 ± 0,9 NS 

AL 2,5 ± 0,6 2 ± 0,8@ 0,8 ± 0,2 0,3 ± 0,2$ p<0,05 

 CTL ♀ DEX ♀ VD ♀ DVD ♀  Valor de p 

EV 16,6 ± 1,3 15,5 ± 1,6 13 ± 0,9 16,1 ± 2,9 NS 

IC 2 ± 0,6 0,5 ± 0,2 3 ± 0,9 1,5 ± 0,3 NS 

AL 21,1± 0,3 0,8 ± 0,2 0,7 ± 0,2 1 ± 0,2 NS 

 

4.3.2. Teste de campo aberto 

A locomoção dos animais foi avaliada através do número de quadrantes 

percorridos na arena de campo aberto. Com relação a esse parâmetro, não houve diferença 

significante entre machos avaliados aos 3, 6 e 12 meses pós-natal (Figura 15A, B e C, 

respectivamente). A frequência de entrada nos quadrantes centrais da arena também foi 

avaliada e a análise estatística mostrou que em machos aos 3 meses os grupos 

experimentais foram similares estatisticamente (Figura 15D). Contudo, quando avaliados 

aos 6 meses de idade, os resultados da ANOVA mostraram  interação significante entre 

os fatores DEX e VD (p=0,01; F1,33= 7; r2=16,15, Figura 15E)  mostrando que a 

administração gestacional com VD foi capaz de impedir a redução na frequência de 

entrada nos quadrantes centrais da arena, induzida pela administração pré-natal de DEX. 

Esse resultado foi confirmado pelo pós-teste, que mostrou diferença significante entre os 

grupos CTL e DEX (p=0,003) e entre os grupos DEX e DVD (p=0,04). Esse efeito visto 

aos 6 meses, parece ser transitório, uma vez que aos 12 meses não houve diferença 

significante entre os grupos estudados (Figura 15F). Resultados similares foram vistos 

quanto ao índice de tigmotaxia. No 3° e 12° mês pós-natal (Figura 15G e I, 

respectivamente) não houve diferença significante entre os grupos estudados, contudo, no 

6° mês a administração pré-natal de DEX promoveu um aumento desse parâmetro 

(p=0,04; F1,34= 4,38; r2=10,99, Figura 15H), como mostrado pela diferença entre os 

grupos CTL e DEX (p=0,02) no resultado do pós-teste. 
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Figura 15. Número de quadrantes percorridos na arena de campo aberto aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses. 

Frequência de entrada nos quadrantes centrais da arena avaliada aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F)  e índice de 

tigmotaxia avaliado aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em machos nascidos de mães tratadas com DEX (barras 

cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de duas vias 

seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. P<0,05; * p<0,05; 

**p≤0,009. 

 

 O teste de campo aberto também foi realizado em fêmeas no 3°, 6° e 12° mês pós-

natal (Figura 16). Aos 3 meses a ANOVA revelou uma interação entre os fatores DEX e 

VD (p=0,003; F1,31= 4,38; r2=22,01, Figura 16A), levando a um aumento no número de 

quadrantes percorridos nos animais que nasceram de mães tratadas com DEX e 

administradas com VD, como mostrado pela diferença evidenciada pelo pós teste entre 

os grupos DEX e DVD (p=0,002) e entre os grupos VD e DVD (p=0,004). Aos 6 meses 

também houve interação entre os fatores DEX e VD (p=0,0007; F1,30= 14,18; r2=31,28, 

Figura 16B), contudo o pós teste mostrou que a administração gestacional com VD 

diminuiu o número de quadrantes percorridos, quando comparado ao grupo CTL 

(p=0,006), mas o tratamento pré-natal com DEX impediu essa redução (p=0,001, VD vs 

DVD). No entanto, quando esse parâmetro foi avaliado aos 12 meses, não houve diferença 

significante entre os grupos experimentais (Figuras 16C), mostrando que as alterações 

vistas com 3 e 6 meses parecem ser transitórias. 
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 A frequência de entrada nos quadrantes centrais da arena foi estatisticamente 

similar em fêmeas avaliadas aos 3 e 12 meses de idade (Figura 16D e F). Contudo, quando 

avaliadas no 6° mês, os resultados da ANOVA mostraram interação significante entre os 

fatores DEX e VD (p=0,0002; F1,31= 18,49; r2=6,86, Figura 16E) e o pós-teste 

evidenciou que tanto o tratamento pré-natal com DEX quanto a administração gestacional 

com VD diminuíram a frequência de entrada nos quadrantes centrais da arena quando 

comparados ao grupo CTL (p=0,0008 e <0,0001, respectivamente). Contudo a interação 

entre os dois fatores foi capaz de prevenir essa redução, como mostrado pela diferença 

entre os grupos VD e DVD (p=0,02). 

 Com relação ao índice de tigmotaxia, não houve diferença significante entre as 

fêmeas avaliadas aos 3 meses de idade (Figura 16G). Já no 6°mês, houve um efeito do 

tratamento pré-natal com DEX causando aumento nesse parâmetro (p=0,008; F1,31= 

7,92; r2=16,01, Figura 16H), e além disso, houve interação significativa entre os fatores 

DEX e VD, mostrando que a administração gestacional com VD impediu o aumento desse 

parâmetro (p=0,005; F1,31= 8,89; r2=17,97, Figura 16H). Ainda sobre o índice de 

tigmotaxia, aos 12 meses, os resultados da ANOVA mostraram interação entre os fatores 

DEX e VD (p=0,008; F1,30= 7,88; r2=18,88, Figura 16I) e o pós-teste evidenciou que 

fêmeas que nasceram de mães administradas com VD apresentaram redução desse 

parâmetro quando comparadas ao grupo CTL (p=0,01). Entretanto, quando nascidas de 

mães que receberam os dois tratamentos, essa redução não aconteceu, como mostrado 

pela diferença entre os grupos VD e DVD (p=0,002). 
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Figura 16. Número de quadrantes percorridos na arena de campo aberto aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses. 

Frequência de entrada nos quadrantes centrais da arena avaliada aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F)  e índice de 

tigmotaxia avaliado aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em fêmeas nascidas de mães tratadas com DEX (barras 

cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de duas vias 

seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como média ± SEM. P<0,05; * p<0,05; 

**p≤0,009, ***p≤0,0009,  ****p<0,0001. 

 

 

As variáveis etológicas de autolimpeza e exploração vertical também foram 

avaliadas no campo aberto aos 3, 6 e 12 meses de idade (Tabelas 6, 7 e 8, 

respectivamente). Com relação a autolimpeza, avaliada em machos aos 3 meses, não 

houve diferença significante entre os grupos estudados (Tabela 8). Já aos 6 meses, os 

resultados da ANOVA mostraram um efeito da VD (p=0,02; F1,32= 5,33; r2=18,88; 

Tabela 7), porém essa diferença não foi confirmada pelo pós-teste, uma vez que os grupos 

CTL e VD foram estatisticamente similares.  Aos 12 meses a ANOVA também mostrou 

um efeito da VD (p=0,01; F1,29= 7,35; r2=17,92; Tabela 8), e o pós teste confirmou que 

a administração gestacional com VD reduziu a frequência de autolimpeza quando 

comparado ao grupo CTL (p=0,002). Com relação a exploração vertical, avaliada em 

machos aos 3 meses, a ANOVA mostrou um efeito da VD (p=0,005; F1,33= 8,7; 

r2=19,24; Tabela 6), porém esse efeito não foi confirmado pelo pós-teste, visto que os 

grupos CTL e VD foram estatisticamente similares. Aos 6 meses, a análise estatística 
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mostrou que o tratamento pré-natal com DEX (p<0,0001; F1,31= 33,28; r2=40,57; Tabela 

7) diminuiu a frequência de exploração vertical no campo aberto e que houve uma 

interação entre DEX e VD (p=0,0008; F1,31= 13,75; r2=16,76; Tabela 7), mostrando que 

a administração gestacional com VD impediu a redução desse parâmetro. Já aos 12 meses, 

a ANOVA mostrou um efeito da VD (p=0,02; F1,29= 5,73; r2=14,44; Tabela 8), porém 

esse efeito não foi confirmado pelo pós-teste, uma vez que os grupos CTL e VD são 

estatisticamente similares. 

A autolimpeza e exploração também foram avaliadas em fêmeas aos 3, 6 e 12 

meses. Com relação a autolimpeza, aos 3 meses não houve diferença estatística entre os 

grupos estudados (Tabela 6). Contudo, no 6° mês o tratamento pré-natal com DEX 

(p=0,04; F1,30= 4,22; r2=9,26; Tabela 7) promoveu aumento na frequência de 

autolimpeza e a administração com VD foi capaz de atenuar esse aumento, como 

mostrado pelos resultados de interação entre os fatores DEX e VD  (p=0,005; F1,30= 

8,83; r2=19,38; Tabela 7). Já aos 12 meses, tanto o tratamento pré-natal com DEX 

(p=0,02; F1,29= 5,89; r2=13,85; Tabela 8) quanto a administração gestacional com VD, 

isoladamente, reduziram a frequência de autolimpeza, como mostrado pela diferença 

entre CTL e DEX e entre CTL e VD nos resultados do pós-teste. Com relação a 

exploração vertical em fêmeas, não houve diferença significante entre os grupos 

estudados aos 3 meses de idade (Tabela 6). Contudo aos 6 (p=0,002; F1,32= 10,61; 

r2=24,04; Tabela 7) e 12 meses (p=0,02; F1,31= 5,75; r2=14,87; Tabela 8), houve 

interação significante entre os fatores DEX e VD, mostrando que o tratamento pré-natal 

com DEX diminuiu a frequência de exploração vertical do campo aberto e que a 

administração gestacional com VD impediu a alteração desse parâmetro, como mostrado 

pela diferença entre os grupos CTL e DEX e entre os grupos DEX e DVD no pós-teste.  
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Tabela 6. Variáveis etológicas avaliadas no campo aberto. Autolimpeza (AL) e exploração vertical (EV) em 

machos e fêmeas com 3 meses de idade, nascidos de mães tratadas com DEX ou não, administrados com 

VD ou óleo. ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como 

média ± SD. P<0,05.  

3 Meses CTL ♂ DEX ♂ VD ♂ DVD ♂ Valor de p 

AL 1± 0,6 0,7 ±1,3 0,7 ± 0,8 0,8 ± 0,7 NS 

EV 24,4 ± 6 18,1 ± 6,8 27,7 ± 5,4 26,8 ± 6 NS 

 CTL ♀ DEX ♀ VD ♀ DVD ♀  Valor de p 

AL 0,5 ± 0,5 0,3 ± 0,4 0,2 ± 0,4 1 ± 1,1 NS 

EV 26 ± 6,7 26,5 ± 6,6 25,5 ± 4,7 30,4 ± 3,7 NS 

 

Tabela 7. Variáveis etológicas avaliadas no campo aberto. Autolimpeza (AL) e exploração vertical (EV) em 

machos e fêmeas com 6 meses de idade, nascidos de mães tratadas com DEX ou não, administrados com 

VD ou óleo. ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como 

média ± SD. P<0,05. @diferença entre os grupos CTL e DEX; &diferença entre os grupos DEX e DVD. 

6 Meses CTL ♂ DEX ♂ VD ♂ DVD ♂ Valor de p 

AL 1± 1,5 0,3 ±0,5 1,7 ± 1,9 1,6 ± 1,4 NS 

EV 25 ± 6,2 11,7 ± 3,1@ 20,37 ± 2,2 17,5 ± 2,7& p<0,05 

 CTL ♀ DEX ♀ VD ♀ DVD ♀  Valor de p 

AL 0,3 ± 0,5 1,9 ± 1,2@ 1 ± 0,9 0,7 ± 0,4& p<0,05 

EV 28,4 ± 8,8 17,8 ± 6,7@ 19,3 ± 7,5 25,6 ± 7,4& p<0,05 

 

Tabela 8. Variáveis etológicas avaliadas no campo aberto. Autolimpeza (AL) e exploração vertical (EV) em 

machos e fêmeas com 12 meses de idade, nascidos de mães tratadas com DEX ou não, administrados com 

VD ou óleo. ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como 

média ± SD. P<0,05. @diferença entre os grupos CTL e DEX; &diferença entre os grupos DEX e DVD; 
#diferença entre os grupos CTL e VD. 

12 Meses CTL ♂ DEX ♂ VD ♂ DVD ♂ Valor de p 

AL 2,3± 1,8 1,2 ±0,7 0,5 ± 0,5# 0,8 ± 0,8 p<0,05 

EV 13,5 ± 6,1 14,8 ± 6,8 12,6 ± 5,2 6,5 ± 3,4 NS 

 CTL ♀ DEX ♀ VD ♀ DVD ♀  Valor de p 

AL 2,4 ± 2,1 1,1 ± 0,6@ 1,1 ± 0,65# 0,3 ± 0,5 p<0,05 

EV 17,1 ± 5,4 11,2 ± 2,7@ 14,4 ± 7,7 18,1 ± 6,65& p<0,05 
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4.3.3. Teste de reconhecimento de objetos 

 

O tempo de exploração total do objeto, obtido durante a sessão de treino foi 

estatisticamente similar entre machos avaliados aos 3, 6 e 12 meses pós-natal (Figura 

17A, B e C, respectivamente). O índice de reconhecimento (IR) foi estatisticamente 

similar em machos no 3° e 6° mês pós-natal (Figura 17 D e E). Contudo, quando esse 

parâmetro foi avaliado no 12° mês, os resultados da ANOVA mostraram uma interação 

significante entre os fatores DEX e VD (p=0,009; F1,30= 7,8; r2=20,28; Figura 17F). O 

pós-teste mostrou que a administração gestacional com VD aumentou o IR quando 

comparado ao grupo CTL (p=0,01) e que o tratamento pré-natal impediu o aumento deste 

parâmetro (p=0,03).  

Já em relação ao IR na sessão de teste 2, a ANOVA mostrou uma interação 

significante entre os fatores DEX e VD (p=0,005; F1,33= 9,06; r2=20,02; Figura 17G) 

aos 3 meses em machos. Os resultados do pós-teste confirmaram que a exposição pré-

natal à DEX promoveu aumento no IR quando comparado ao grupo CTL (p=0,008) e que 

a administração gestacional com VD atenuou esse aumento (p=0,003). Contudo, essa 

alteração parece ser transitória, uma vez que no 6° (Figura 17H) e 12° (Figura 17I) mês 

pós-natal, não houve diferença significante no IR na sessão de teste 2.  
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Figura 17. Tempo de exploração de objetos na sessão de treino, aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses. Índice de 

reconhecimento do objeto novo na sessão de teste 1 aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F) meses  e índice de 

reconhecimento do objeto novo na sessão de teste 2 aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em machos nascidos de 

mães tratadas com DEX (barras cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD (VD) ou óleo 

(Veículo). ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão expressos como 

média ± SEM. P<0,05; * p<0,05; **p≤0,009. 

 

Os resultados do teste de reconhecimento de objetos em fêmeas, mostraram que 

aos 3 meses, houve um efeito da DEX (p=0,01; F1,33= 5,99; r2=14,91; Figura 18A) no 

tempo de exploração do objeto na sessão de treino, contudo os resultados do pós-teste não 

confirmaram essa diferença, uma vez que os grupos CTL e DEX foram estatisticamente 

similares. Além disso, quando esse parâmetro foi avaliado no 6°, não houve diferença 

significante entre os grupos estudados (Figura 18B). Já no 12° mês, a ANOVA mostrou 

um efeito da DEX causando diminuição do tempo de exploração do objeto na sessão de 

treino (p=0,002; F1,29= 10,93; r2=26,03; Figura 18C), como confirmado pela diferença 

entre os grupos CTL e DEX nos resultados do pós-teste (p=0,003). Com relação ao tempo 

de exploração na sessão de treino 1 em fêmeas, aos 3, 6 e 12 meses de idade (Figuras 

18D, E e F, respectivamente) e na sessão de treino 2 (Figuras 18G, H e I, 

respectivamente), não houve diferença estatística entre os grupos estudados. 
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Figura 18. Tempo de exploração de objetos na sessão de treino, aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses. Índice de 

reconhecimento do objeto novo na sessão de teste 1 aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F) meses e índice de 

reconhecimento do objeto novo na sessão de teste 2 na sessão de teste 2 aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em 

fêmeas nascidas de mães tratadas com DEX (barras cinzas) ou não (barras brancas) administrado com VD 

(VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados estão 

expressos como média ± SEM. P<0,05; * p<0,05; **p≤0,009. 

 

4.4.Dosagem hormonal 

 

4.4.1 Corticosterona 

 Com relação a quantificação plasmática de corticosterona, não houve diferença 

significante entre os grupos estudados aos 6 e 12 meses, independentemente do sexo 

(Figura 19). 
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Figura 19. Concentração plasmática de corticosterona aos 6 (A e C) e 12 (B e D) meses em machos (A e B) 

e fêmeas (C e D) nascidas de mães tratadas com DEX (barras cinzas) ou não (barras brancas) administrado 

com VD (VD) ou óleo (Veículo). ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Fisher’s LSD. Os dados 

estão expressos como média ± SEM. P<0,05. 
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5. DISCUSSÃO 

Os resultados mostraram que a exposição pré-natal à DEX causou prejuízos em 

parâmetros metabólicos e comportamentais de modo dependente da idade e sexo dos 

animais. De maneira geral a prole masculina se mostrou mais suscetível aos efeitos 

epigenéticos deletérios da DEX em comparação à prole feminina. Da mesma forma, 

podemos considerar que os machos também se beneficiaram mais dos efeitos protetores 

da administração gestacional de VD do que as fêmeas. 

5.1.Parâmetros desenvolvimentais 

Os dados mostraram que a exposição à DEX no terço final da gestação aboliu o 

ganho de peso das gestantes durante o tratamento e reduziu o peso e comprimento 

craniocaudal da prole ao nascer, além de comprometer o desenvolvimento físico e de 

reflexos. A redução no ganho de peso das gestantes durante o tratamento com DEX, deve-

se, pelo menos em parte, a menor ingestão de alimento observada no presente trabalho. 

Esses resultados estão de acordo com dados prévios que mostram que a administração de 

DEX em uma dose maior (0,2 mg/kg) durante o terço final da gestação abole o ganho de 

peso e reduz a ingestão alimentar (Motta et al., 2018). Além disso, Battiston e 

colaboradores (2017) demonstraram que a administração de 1mg/kg de DEX promove 

redução de peso e ingesta alimentar em fêmeas. O tratamento com DEX altera o controle 

hipotalâmico da ingestão alimentar por regular a expressão de neurotransmissores e 

neuropeptídios. Chruvattil e colaboradores (2017) demonstraram que a administração de 

DEX em fêmeas na dose de 3mg/kg durante 28 dias, resistência hipotalâmica à insulina, 

fato que pode ter contribuído para a redução de peso e ingestão alimentar vista em nosso 

trabalho. Adicionalmente, o catabolismo proteico também pode ter influenciado essa 

resposta, uma vez que o tratamento com DEX induz a expressão de proteínas relacionadas 

a via da ubiquitina, principal via envolvida no catabolismo de proteínas miofibrilares 

(Scott e Schekman et al, 2008). 

 A administração com VD não influenciou o peso e ingestão alimentar das 

gestantes.  Entretanto, já foi demonstrado em outros contextos, que a VD pode afetar o 

ganho de peso. Ela parece atenuar o ganho de peso em ratos submetidos à dieta 

hipercalórica (Yin et al., 2009; Gomaa e El-Aziz, 2017), provavelmente por supra regular 

enzimas envolvidas na oxidação de ácidos graxos (Marcotorchino et al., 2014) e também 

por elevar os níveis séricos de leptina, o que diminui o conteúdo intracelular de 
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triglicerídeos e consequentemente promove redução de peso (Ghavamzadeh, Mobasseri 

e Mahdavi, 2014). No presente estudo, a não redução de peso, apenas a abolição do ganho 

de peso das gestantes, mesmo em um contexto catabólico induzido pela DEX e VD pode 

ser, em parte, explicada pela presença dos hormônios gestacionais progesterona e 

prolactina que são conhecidos por induzir a hiperfagia e ganho de peso (Trujillo et al., 

2011). 

A suspensão do ganho de peso das gestantes também pode ter sido influenciada 

pelos efeitos da DEX na placenta, o que pode causar redução na invasão e proliferação 

trofoblástica com consequente inibição do desenvolvimento placentário, acarretando em 

má nutrição fetal e redução do peso da prole ao nascer (Mandl et al., 2006).  O presente 

trabalho, assim como a literatura (Zhou et al., 2015; Chen et al., 2017) mostrou redução 

no peso da prole de mães que foram expostas ao tratamento com DEX no terço final da 

gestação. 

Apesar dos dados em humanos mostrarem que  a administração pré-natal com VD 

está associada a aumento do peso ao nascer (Sablok et al., 2015; Zerofsky et al., 2016; 

Sahoo et al., 2017), o presente trabalho não foi capaz de confirmar este dado em roedores. 

A melhora do peso ao nascer parece estar relacionada com o período de início da 

administração com VD, sendo significativo somente quando iniciada tardiamente (Bi et 

al., 2018). No presente estudo, a administração foi iniciada no primeiro dia de gestação, 

o que poderia explicar parcialmente a ausência de efeito da administração materna de VD 

sobre o peso da prole ao nascer. 

Além de causar redução do peso e comprimento ao nascer, a exposição pré-natal 

a DEX alterou o desenvolvimento físico e neural da prole. Nossos dados mostraram que 

o dia de abertura dos olhos foi adiantado nos animais expostos a DEX no período pré-

natal. A exposição a DEX no 4° dia após o nascimento também promoveu adiantamento 

da abertura dos olhos (Gramsbergen e Mulder, 1998; Benesová et al., 1999), processo 

que parece sofrer influências complexas de fatores metabólicos após a administração de 

GC durante as fases de desenvolvimento (Uno et al., 1990). Por outro lado, nossos 

resultados mostraram um atraso no tempo para execução do reflexo de geotaxia negativa 

e também para o reflexo de endireitamento. Estes atrasos podem estar relacionados com 

prejuízos no desenvolvimento do sistema vestibular e em primeira instancia, com o 

funcionamento do cerebelo, uma vez que a execução destes reflexos necessita de padrões 
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complexos de contração muscular, que estão sob controle da função cerebelar 

(Gramsbergen e Mulder, 1998). Outros estudos são necessários para esclarecer os 

mecanismos envolvidos nas alterações desenvolvimentais induzidas pela DEX pré-natal. 

A literatura é escassa no que diz respeito à administração gestacional com VD e o 

desenvolvimento da prole e o presente trabalho mostrou pela primeira que a 

administração gestacional com VD parece não ter efeitos no desenvolvimento físico e 

neural da prole exposta à programação fetal induzida pela DEX. 

De acordo com a literatura, o peso de animais expostos a DEX no período pré-

natal se comporta de maneira transiente e sexo-dependente ao longo da vida. Chou e 

colaboradores (2017) demonstraram que na primeira semana pós-natal, o peso de ratos 

machos que foram expostos a DEX é reduzido, contudo o padrão de peso muda conforme 

os animais vão envelhecendo. Aos 120 dias, por exemplo, o peso dos animais já é 

comparável entre os grupos, enquanto aos 180 dias os animais DEX apresentam maior 

peso corporal. Isso demonstra possíveis efeitos obesogênicos da exposição pré-natal aos 

GC. Por outro lado, Hsu e colaboradores (2018) demonstraram que machos expostos a 

DEX no período gestacional, não apresentam diferença no peso corporal aos 120 dias de 

vida, contudo fêmeas apresentam menor peso quando comparadas ao seu respectivo 

grupo controle.   

Nossos dados mostram que a exposição pré-natal a DEX promove um padrão 

diferente de mudanças no peso corporal durante a vida adulta entre machos e fêmeas. 

Enquanto machos expostos a DEX pré-natal foram mais leves que os animais do grupo 

CTL durante todo período experimental, fêmeas tiveram um peso similar ao grupo CTL 

após 6 meses de idade, até o fim dos experimentos. A redução no peso dos 

compartimentos de gordura omental e perigonadal, podem explicar, pelo menos em parte, 

a redução de peso nos machos expostos a DEX no período pré-natal. Embora alguns 

estudos mostrem que ocorre uma recuperação no peso de machos e fêmeas exposto à 

DEX pré-natal (Tsai et al. 2019), nós observamos essa recuperação apenas em fêmeas 

após o 6° mês pós-natal. A redução de peso nas proles, tanto em machos quanto em 

fêmeas é corroborada por outros estudos que submeteram roedores gestantes a altas 

concentrações de GC, como estresse de restrição, restrição alimentar ou administração 

pré-natal de DEX. (Valtat et al., 2011; Liu et al. 2012; Slotkin et al. 2013).   



71 
 

 
 

Ainda sobre as alterações no peso corporal, os resultados do presente estudo 

mostraram que a administração materna com VD não afeta o peso corporal de fêmeas, 

contudo pode estar relacionada a uma redução tardia desse parâmetro em machos 

expostos a DEX pré-natal. Além disso, a combinação de VD e DEX pré-natal, reduziu o 

conteúdo total de tecido adiposo, o que pode explicar parcialmente a redução no peso 

corporal em machos com 12 meses de idade. Embora não tenhamos avaliado a ingesta 

alimentar, Farhangi e colaboradores (2017), mostraram que a administração com VD 

reduz a ingesta alimentar, e que isso está relacionado com a redução de BDNF (brain 

derived neurotropic fator). O BDNF é reconhecido como um dos principais fatores 

envolvidos no controle da ingestão alimentar (Rosa-Vargas, 2011) e parece que a VD 

reduz a sua expressão e assim regula a ingestão alimentar (Pozzi, Frajese GV e Frajese 

G; Farhangi et al., 2017). Adicionalmente, parece haver uma relação entre VD e as 

concentrações de leptina, uma vez que camundongos knockout para 1α-hidroxilase 

apresentam menores concentrações de leptina e elevada ingesta alimentar quando 

comparados a linhagem selvagem. (Narvaez et al. 2009). 

5.2.Parâmetros metabólicos 

Consistente com estudos anteriores, a administração de DEX no terço final da 

gestação não induz intolerância a glicose na prole até 6 meses de idade, 

independentemente do sexo (Drake et al. 2010; Payolla et al. 2019). No entanto, quando 

avaliamos, no presente estudo, os efeitos a longo prazo da programação fetal induzida 

pela DEX, aos 12 meses de idade, machos e fêmeas desenvolveram intolerância a glicose. 

Este dado sugere que o desenvolvimento da intolerância a glicose no contexto da 

exposição pré-natal a DEX pode estar associado a fatores relacionados ao processo de 

envelhecimento. De fato, a exposição ao estresse durante a gestação induz intolerância a 

glicose em machos idosos, com 24 meses (Lesage et al. 2004). Ainda, a administração de 

DEX em roedores jovens induz intolerância a glicose em machos com 3 e 12 meses, 

enquanto em fêmeas essa alteração é vista apenas com 12 meses de idade (dos Santos et 

al. 2014). 

Ainda, nossos dados mostram que a administração gestacional com VD não 

promoveu efeito significativo sobre a tolerância a glicose, bem como não teve efeito 

protetor contra a intolerância a glicose desenvolvida nos animais expostos a DEX no 

período pré-natal. Com relação aos efeitos da VD sobre a tolerância a glicose, alguns 
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estudos demonstram que não há efeitos sobre a glicemia e resistência à insulina em 

pacientes com diabetes tipo 2 (Witham et al. 2010), bem como em pacientes que não 

apresentam alterações na homeostase glicêmica de (Pittas et al. 2007; Boer et al. 2008). 

Por outro lado, estudos randomizados mostraram que a administração com VD melhorou 

a função de células beta pancreáticas (Mitri et al. 2011) e o controle glicêmico em 

pacientes com diabetes tipo 2 (Strobel et al. 2014). Desse modo, os efeitos benéficos da 

administração com VD sobre a homeostase glicêmica ainda precisa de maiores 

investigações.    

No presente estudo, a administração pré-natal de DEX causou diminuição na 

sensibilidade à insulina e aumento no conteúdo de triglicerídeo hepático seletivamente 

em machos. Resistência à insulina tem sido previamente evidenciada em machos com 40 

dias de idade, nascidos de mães submetidas ao tratamento com DEX durante a gestação 

(Buhl el at. 2007). Parte dos mecanismos responsáveis pela ocorrência disso, é o aumento 

na atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e resistência hepática à insulina após 

exposição fetal a DEX.  Estes fatos podem estar associados ou com a redução na 

supressão da expressão de PEPCK hepática, mediada pela insulina (Buhl el at. 2007), que 

acarreta no aumento na síntese hepática de glicose via gliconeogênese, ou à diminuição 

na captação muscular de glicose mediada pela insulina (Buhl et al. 2010).  

O aumento na quantidade de lipídios hepáticos está relacionado com a própria 

resistência à insulina (para revisão ver Perry et al. 2010). Brevemente, o aumento no 

conteúdo de diacilglicerol hepático causa ativação da proteína cinase Cε (PKCε), 

resultando em inibição da via de sinalização mediada pela insulina. Consequentemente, 

há redução na síntese de glicogênio e aumento na síntese de glicose via gliconeogênese. 

Alternativamente, pode-se supor que a resistência à insulina mostrada no nosso estudo 

pode estar associada com um perfil inflamatório. De fato, a exposição pré-natal à DEX 

aumenta a expressão gênica, no tecido adiposo, de marcadores inflamatórios e aumenta 

as concentrações plasmáticas de interleucina 6 (IL6), IL1β, fator de necrose tumoral alfa, 

bem como a concentração de ácidos graxos livres no plasma, em machos e fêmeas aos 6 

meses de idade (Wyrwoll et al. 2008; Mark et al 2014). A elevação de citocinas pró-

inflamatórias está associada com aumento na lipólise e consequente aumento nas 

concentrações de ácidos graxos livres (Evans e Williamson, 1991; Wyrwoll et al. 2008). 

Esses dados sugerem que o aumento na concentração plasmática de ácidos graxos livres, 
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encontrado em ratos machos expostos no período pré-natal a DEX, pode estar, pelo menos 

em parte, contribuindo para o aumento no conteúdo hepático de triglicerídeos e 

consequente resistência à insulina vista em nosso trabalho  

Os presentes dados mostraram que a administração gestacional com VD, foi capaz 

de melhorar a sensibilidade à insulina e reduzir o acúmulo de triglicerídeos hepáticos em 

machos expostos a DEX durante o período pré-natal. Embora não tenhamos mensurado 

a concentração plasmática de VD nos animais experimentais, a concentração de cálcio 

plasmático foi aumentada em machos e fêmeas nascidos de mães que receberam VD, o 

que pode estar indiretamente associado com elevações na concentração plasmática de 

VD. A administração de calcitriol, a forma biologicamente ativa da VD, resulta em 

supressão na expressão de genes relacionados a lipogênese hepática, redução de 

marcadores pró-inflamatórios, bem como está associada a redução no acúmulo de lipídios 

hepáticos em camundongos. (Kong et al. 2014; Li et al. 2017).  Além disso, a 

administração de VD está relacionada, in vitro e in vivo, com a redução na expressão de 

marcadores inflamatórios no tecido adiposo, (Gonzalez-Molero et al. 2013; Landrier et 

al.2016)  e promove infra-regulação na expressão e produção de IL-1β, TNF- α and IL-6 

(Giulietti et al. 2007; Neve et al. 2013). Os efeitos protetores da administração gestacional 

com VD aqui encontrados, atenuando a resistência a insulina, podem estar relacionados 

a uma redução no acúmulo de triglicerídeos hepáticos e redução no perfil inflamatório. 

com  

 Os mecanismos subjacentes a essas alterações metabólicas ainda permanecem 

incertos. Já se sabe que a exposição pré-natal a DEX pode causar redução na expressão 

de pancreatic and duodenal homeobox factor-1 (PDX-1), um fator de transcrição 

essencial para o desenvolvimento e função das células β (Chen et al. 2017). Além disso, 

o neuronal differentiation 1 (Neuro d1) e o paired box gene 6 (PAX-6), dois importantes 

reguladores do desenvolvimento das células β pancreáticas, são modificados pela 

exposição pré-natal a DEX (Chen et al. 2017).  

Altas concentrações de GC durante o terço final da gestação promovem 

consequências para o crescimento do feto e, particularmente para o desenvolvimento do 

pâncreas endócrino. O padrão de alterações no desenvolvimento do pâncreas durante 

exposição aos GC parece mudar de acordo com a idade. Dumortier e colaboradores 

(2011), mostraram que a administração de DEX no terço final da gestação promove 
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redução na massa de células β no feto no último dia de gestação. No mesmo sentido, a 

administração de dexametasona no terço final da gestação promove redução na massa de 

célula beta pancreáticas no terceiro dia pós-natal (Santos-Silva et al. 2020) Outro estudo 

mostrou redução na porcentagem de ilhotas pancreáticas e diminuição no conteúdo 

pancreático de insulina em machos com 7 dias de idade (Somm et al. 2012).Ainda, quando 

a análise é feita durante a vida adulta, aos 120 dias, a administração pré-natal de DEX 

também promove redução na massa de células β pancreáticas em ratos machos (Chen et 

al. 2017). Contudo, nossos dados demonstraram um aumento na massa de células β nos 

ratos nascidos de mães expostas a DEX no terço final da gestação, quando analisados aos 

6 e 12 meses de idade. Portanto, confirmam a ideia de que o padrão de alterações no 

desenvolvimento do pâncreas exposto à DEX depende da idade em que este é avaliado. 

O aumento na massa de células β pode estar relacionado com aumento na 

insulinemia, uma vez que a glicemia de jejum foi similar entre os grupos experimentais, 

inclusive aqueles que apresentaram resistência à insulina.  Altas doses de DEX em ratos 

adultos promove resistência  à insulina e aumento na massa de células β, e os autores 

sugerem um papel mitogênico para a insulina por promover proliferação de células β in 

vivo e participar na via de sinalização mediada pela PI3 cinase e PDX-1, uma vez que 

essas proteína estão aumentadas em animais submetidos ao tratamento com DEX 

(Rafacho et al. 2009).  

Nossos dados mostraram um efeito protetor da VD sobre a resistência à insulina 

e expansão de células β induzidos pela exposição pré-natal a DEX em machos. Os 

mecanismos envolvidos nessa proteção permanecem incertos. Contudo, gestantes 

submetidas à uma dieta desprovida de VD apresentam comprometimento no 

desenvolvimento do pâncreas endócrino de camundongos, causando alterações 

estruturais e consequentemente, alteração na via de sinalização mediada pela insulina 

(Maia-Ceciliano et al. 2016). Essas alterações encontradas foram relacionadas com 

redução nos níveis de insulina, PDX-1 substrato para o receptor de insulina do tipo 1, 

fofatidilinositol 3 cinase, transportador de glicose do tipo 2 e glicocinase, bem como 

redução na massa de células β em machos com 3 meses de idade (Maia-Ceciliano et al. 

2016).  Nossos dados mostram que o aumento no conteúdo de triglicerídeos hepático 

podem estar relacionados com a resistência à insulina e, consequentemente a expansão na 

massa de células β. Ainda, nesse contexto, foi interessante notar que a administração 
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maternal com VD teve um efeito protetor, pois foi capaz de prevenir essas alterações 

metabólicas induzidas pela DEX pré-natal em machos com 6 e 12 meses pós-natal.  

Vários estudos associam o status de VD e a homeostase glicêmica. A secreção de 

insulina é prejudicada em modelos animais de deficiência de VD, que está relacionada a 

redução intracelular de cálcio (Norman et al. 1980). Além disso, variações alélicas nos 

genes que codificam o VDR estão relacionadas com intolerância a glicose e diminuição 

na secreção de insulina (Palomer et al. 2008), confirmando um papel direto da VD na 

homeostase glicêmica. Estudos in vitro também mostram que a VD aumenta a expressão 

gênica do transportador de glicose do tipo 4 e aumenta a utilização de glicose (Manna e 

Jain, 2012). O presente trabalho mostrou que a administração gestacional com VD não 

teve influência sobre a tolerância a glicose e nem protegeu os animais contra a 

intolerância a glicose induzida pela DEX pré-natal. Contudo, a administração materna 

com VD foi capaz de atenuar a resistência à insulina em machos.  

Em uma perspectiva metabólica, nós evidenciamos nesse trabalho, que machos 

são mais suscetíveis que fêmeas aos danos causados pela DEX pré-natal, especificamente 

considerando a redução na sensibilidade a insulina e aumento do conteúdo de lipídios 

hepáticos. A proteção contra a programação fetal induzida pela DEX em fêmeas 

geralmente está relacionada aos efeitos dos esteroides sexuais femininos. De fato, o 

estrógeno previne a resistência à insulina induzida por dieta obesogênica por aumentar o 

índice de utilização de glicose mediada pela insulina no tecido adiposo subcutâneo e 

ovariano, tecido adiposo marrom e musculo esquelético. (Riant et al. 2009). Do mesmo 

modo, o estradiol regula a despolarização e influxo de cálcio nas células β pancreáticas 

(Alonso-Magdalena et al., 2006), além de inibir o canal de potássio dependente de ATP 

nessas células (Nadal et al., 2009), o que pode levar ao aumento na secreção de insulina. 

Além disso, o estradiol promove proteção contra o acúmulo de lipídios hepáticos e 

esteatose hepática m camundongos submetidos a dieta obesogênica (Bryzgalova et al. 

2008).  

Sumarizando os resultados relacionados ao metabolismo, nosso estudo sugere que 

as alterações metabólicas induzidas pela administração de DEX no terço final da gestação 

em ratos são dependentes da idade e do sexo. Os resultados observados foram vistos mais 

tardiamente na vida adulta e as fêmeas foram mais resilientes a programação fetal que os 

machos. Nós também demonstramos, pela primeira vez, um efeito protetor da 
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administração gestacional com VD, atenuando a resistência à insulina e o acúmulo de 

lipídio hepático induzidos pela exposição pré-natal a DEX.  

5.3. Parâmetros comportamentais 

Referente aos resultados relacionados ao comportamento do tipo ansioso, nosso 

trabalho mostrou que tanto machos quanto fêmeas são suscetíveis ao efeito ansiolítico 

transitório da programação fetal induzida pela DEX. De modo geral, a exposição pré-

natal à DEX promoveu redução no comportamento do tipo ansioso em machos e fêmeas 

estudados aos 3 meses de idade, avaliado pelo teste de LCE, mas não aos 6 e 12 meses. 

Ao contrário do que foi observado no 3° mês pós-natal, no 6 mês o tratamento pré-natal 

com DEX causou aumento no comportamento do tipo ansioso, avaliado através do teste 

de campo aberto, tanto em machos quanto em fêmeas. No entanto, quando os animais 

foram avaliados no 12° mês pós-natal, o comportamento do tipo ansioso desaparece, 

porém os resultados o LCE e do CA mostram que, em fêmeas, a exposição pré-natal à 

DEX impede o efeito ansiolítico causado pela administração gestacional com VD. 

O efeito ansiolítico da programação fetal induzido pela DEX no LCE é 

corroborado por dados de Velísek (2006) que mostrou um efeito ansiolítico da exposição 

pré-natal a betametasona em machos e fêmeas avaliados no 20º dia pós-natal, sugerindo 

que esse efeito pode ser devido em parte ao aumento na expressão hipocampal do 

neuropeptídeo Y, um potente fator ansiolítico (Heilig, 2004). Além disso, a exposição 

pré-natal ao estresse de restrição durante o terço médio e terço final da gestação, 

promoveu redução do comportamento do tipo ansioso em fêmeas estudadas aos 3 meses 

de idade, enquanto machos tiveram resposta oposta (Zuena et al., 2008). Contudo, esses 

efeitos parecem ser transitórios, dado que o efeito ansiolítico da exposição pré-natal a 

DEX desaparece nos animais avaliados aos 6 e 12 meses de idade. 

Nossos dados mostraram que, ao contrário do que foi visto aos 3 meses de idade, 

machos e fêmeas expostos a DEX no período pré-natal e avaliados no 6° mês pós-natal 

tiveram aumento do comportamento do tipo ansioso, visto pelos resultados do teste de 

campo aberto. É importante ressaltar que as medidas para ansiedade registradas em 

diferentes testes para ansiedade, se distribuem em diferentes fatores, demonstrando assim 

que os diferentes testes avaliam diferentes tipos de ansiedade. Sendo assim, os dados que 
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se mostraram contrários no presente trabalho, podem ser devido a diferença intrínseca de 

cada teste (File e Pellow, 1985; Belzung e Le Pape, 1994). 

  Interessantemente, a administração gestacional com VD foi capaz de atenuar 

esse comportamento tanto em machos quanto em fêmeas, mostrando-se como um 

possível agente neuro protetor. Já tem sido demonstrado que a administração de DEX 

durante o terço final da gestação promove aumento do comportamento do tipo ansioso 

em machos avaliados na décima semana pós-natal (Nagano, Ozawa e Suzuki, 2008). Esse 

efeito também foi observado no teste de campo aberto em machos avaliados no sexto mês 

pós-natal e parece estar associado com o aumento na expressão de mRNA para CRH na 

amígdala (Welberg, Seckl e Holmes, 2001). Ainda, outro estudo demonstrou que em 

machos, mas não em fêmeas, no sexto mês de idade, há redução na porcentagem de 

entradas nos braços abertos do labirinto em cruz elevado, indicando maior 

susceptibilidade dos machos aos efeitos ansiogênicos da exposição pré-natal a DEX 

(Hossain et al., 2008). Além dos estudos experimentais, evidências clínicas também 

sugerem que a exposição pré-natal a glicocorticoides ou estresse modificam os padrões 

comportamentais da prole causando ansiedade. (Weinstock, 2008; Kinsella e Monk, 

2009). 

Além da participação do eixo HHA, alguns estudos sugerem que a exposição pré-

natal aos GC ou estresse também alteram o sistema glutamatérgico. O estresse pré-natal 

promove aumento na concentração hipocampal de glutamato, bem como aumento na 

expressão dos níveis proteicos do receptor NMDA, transportadores de aminoácidos 

excitatórios e aumento na liberação de glutamato no hipocampo e córtex pré-frontal (Jia 

et al., 2009; Guan et al.,2013). Além disso, Cao e colaboradores (2018) mostraram que o 

estresse pré-natal leva a um aumento no comportamento do tipo ansioso, visto pelo teste 

de campo aberto, e está associado com o aumento na expressão de monômeros 

responsáveis pela formação do complexo SNARE, responsável pelo ancoramento e 

exocitose das vesículas de glutamato, no hipocampo e no córtex pré-frontal de machos e 

fêmeas com 60 dias de idade. 

Outro possível alvo para os efeitos da programação fetal induzida pela DEX, é o 

sistema serotonérgico. A administração de DEX no terço final da gestação causa aumento 

no comportamento do tipo ansioso e depressivo seletivamente em fêmeas avaliadas no 

60° dia pós-natal, e essas alterações estão associados com redução na expressão de 
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triptofano hidroxilase (TPH), enzima essencial e limitante no processo de síntese da 

serotonina no núcleo dorsal da rafe (Hiroi et al., 2016). Consistente com Hiroi e 

colaboradores (2016), um estudo realizado em nosso laboratório (Gregorio et al., 2020- 

dados não publicados), mostra que a exposição pré-natal a DEX causa diminuição na 

expressão de TPH e 5HT1A, um receptor inibitório no metabolismo serotonérgico, no 

núcleo dorsal da rafe em fêmeas avaliadas no 6° mês pós-natal. Além disso, a exposição 

a DEX no terço final da gestação promove aumento na porcentagem de ligação da 

serotonina com o receptor 5HT1A e aumento na porcentagem de ligação de serotonina ao 

seu transportador, no córtex de machos avaliados aos 60 dias de idade (Slotkin et al., 

2006). 

Nagano e colaboradores (2012) também evidenciaram que a exposição pré-natal 

a DEX promove redução de mRNA para o receptor 5HT1A no córtex pré-frontal de 

machos avaliados na 4° e 10° semana pós-natal, bem como redução na concentração de 

BDNF na 4° semana pós-natal. Esses dados foram associados com aumento no 

comportamento do tipo ansioso avaliado pelo teste de campo aberto e pelo teste da caixa 

claro/escuro. A ativação dos receptores 5HT1A está associada com a inibição do 

comportamento do tipo ansioso (Wang et al., 2009) e alguns estudos sugerem que esse 

receptor no hipocampo possui importantes funções no alívio de sintomas depressivos 

relacionados ao estresse traumático (Sarnyai et al, 2000; Burke et al., 2013). Desse modo, 

o comportamento do tipo ansioso induzido pela DEX pré-natal, visto em nosso trabalho, 

pode estar relacionado, pelo menos em partes, com alterações no sistema serotonérgico 

e/ou glutamatérgico, dado as evidências encontradas na literatura. 

Ainda com relação aos parâmetros envolvidos no comportamento do tipo ansioso, 

nosso trabalho mostrou que a administração gestacional com VD atenuou o 

comportamento do tipo ansioso induzido pela DEX em machos e fêmeas avaliados aos 6 

meses de idade. Há poucos trabalhos que associam o status de VD materna com ansiedade 

da prole da vida adulta. Recentemente demonstrou-se que a administração de VD no 15° 

dia da gestação, período crítico para o desenvolvimento do sistema límbico, não produz 

alterações no comportamento do tipo ansioso na prole adulta (Vuillermot., 2017).  

Por outro lado, um estudo demonstrou que uma dieta enriquecida com VD 

promove redução do comportamento do tipo ansioso quando comparado a um grupo que 

estava recebendo dieta deficiente em VD (Pan et al., 2012). Além disso, os mesmos 
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autores mostraram que a elevação na quantidade de VD consumida pelas mães está 

associada com o aumento de cálcio e VD plasmáticos na prole. No nosso trabalho não foi 

possível fazer a dosagem de VD na prole, contudo houve um aumento na concentração 

de cálcio plasmático nos grupos que nasceram de mães administradas com VD, 

mostrando que, talvez, os efeitos neuro protetores da VD sejam causados por um aumento 

de VD plasmática na prole. 

Nesse sentido, a literatura mostra possíveis influências da VD na modulação do 

sistema serotonérgico. Um estudo recente identificou a presença de elementos 

responsivos a VD (VDREs) no gene que codifica a expressão de TPH2, sendo que a 

ligação da VD promove a ativação na expressão desse gene (Patrick e Ames, 2014). Além 

disso, a administração crônica de calcitriol, promove aumento na quantidade relativa de 

VDR, nos níveis de mRNA para TPH2 bem como aumento na concentração de diversos 

neutransmissores como glutamato, GABA e glicina no córtex pré-frontal de ratos (Jiang 

et al. 2014). Um estudo in vitro demonstrou que o calcitriol induz o aumento na expressão 

de TPH2 em células da rafe em ratos (Kaneko et al., 2015). Ainda no que diz respeito ao 

envolvimento da VD no sistema serotonérgico, um estudo recente mostrou, in vitro, que 

o calcitriol promove redução nos níveis de mRNA para o transportador de recaptação de 

serotonina (SERT) bem como diminuição de mRNA para MAO-A, enzima predominante 

no catabolismo da serotonina (Marya et al., 2018).  

Sendo assim, a VD não só induz a síntese de serotonina, mas também participa da 

manutenção dos níveis extracelulares de serotonina por diminuir SERT e MAO-A. Dados 

que podem explicar, pelo menos em parte,  o efeito neuro protetor da VD no contexto do 

comportamento do tipo ansioso induzido pela programação fetal pela DEX visto em nosso 

trabalho. 

No que tange a memória de trabalho avaliada pelo teste de reconhecimento de 

objetos, nosso trabalho mostrou que apenas machos foram sensíveis às alterações 

provocadas pela programação fetal pela DEX ou pela administração gestacional com VD.  

Quando avaliados no 3° mês pós-natal, o tratamento pré-natal com DEX promoveu 

melhora na memória de longo prazo, representada pelo aumento do IR. Além disso, 

quando provenientes de mães que receberam concomitantemente a administração 

gestacional com VD e o tratamento com DEX, esse parâmetro foi normalizado. Esse 

efeito apresenta transitoriedade, já que não houve melhora na cognição induzida pela 
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exposição a DEX pré-natal no 6° e 12° mês pós-natal. Contudo, aos 12 meses foi a 

administração gestacional com VD que promoveu melhora na memória de curto prazo 

em machos. Entretanto, esse efeito foi suprimido pela exposição pré-natal à DEX.  

Memória de trabalho se refere a capacidade de armazenar informações para 

executar ações por um curto período de tempo  e pode ser dividida em três componentes 

principais: o centro executivo e dois subsistemas especializados no processamento e 

manipulação de informações, o sistema verbal e o espaço-visual (para revisão ver: 

Baddeley, 1992). Em humanos, baixas doses de DEX administrada no primeiro trimestre 

da gestação, resultam em prejuízo na memória de curto prazo, mas sem alterações na 

memória de longo prazo (Hirvikoski et al., 2007). Ainda, Wallensteen e colaboradores 

(2016) demonstraram que meninas são mais suscetíveis que meninos, às ações da DEX 

administrada no primeiro trimestre da gestação quando a memória de trabalho foi 

avaliada. Essa diferença pode ser atribuída à maior densidade de GR encontrada no 

cérebro feminino quando comparada ao masculino (Hill, Laird e Robinson, 2014). 

Contudo nossos dados mostraram maior susceptibilidade de machos aos efeitos 

da DEX pré-natal, e essa diferença pode estar relacionada com a dose de DEX e ao 

período de administração. Nos trabalhos citados acima, a dose de DEX foi mais baixa do 

que a utilizada no presente estudo, seguindo as recomendações para o tratamento de 

hiperplasia adrenal congênita. Ainda, a administração foi realizada no primeiro trimestre 

da gestação, enquanto no nosso trabalho a dose de DEX foi maior e a administração foi 

feita no último trimestre de gestação.  

O período em que a prole é avaliada também deve ser levado em consideração.  A 

administração de DEX no terço final da gestação não altera, por exemplo, a memória de 

trabalho de machos e fêmeas avaliados precocemente na 9° semana após o parto (Levin 

et al., 2014). Além disso, já foi demonstrado que machos expostos à DEX no período pré-

natal apresentam alteração na morfologia hipocampal e redução na expressão de mRNA 

para GAD1 (do inglês glutamic acid decarboxylase no hipocampo aos 120 dias de vida 

(Lui et al., 2015). Sabe-se que alterações na transmissão glutamatérgica podem contribuir 

para alterações comportamentais e cognitivas (Guidotti et al., 2005), levando a alterações 

no que diz respeito a memória de trabalho. Uma possível alteração na neurotransmissão 

mediada pelo glutamato, pode estar associada com os efeitos causados pela DEX pré-

natal em nosso estudo. 
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A VD possui ações intácrinas no sistema nervoso central (Eyles et al., 2003) além 

de terem sido reportadas ações neuro protetoras e antioxidantes em neurônios de humanos 

(Kalueff e Tuohimaa, 2007; Liu e Hewison, 2012) e de roedores (O`Loan et al., 2007). 

No contexto gestacional, a deficiência de VD em humanos não altera as funções 

cognitivas da prole durante a infância e adolescência (Veena et al., 2017). Em animais a 

administração de VD não altera comportamentos relacionados a ansiedade, interação 

social e memória de ratos avaliados no 49° dia pós-natal (Vuillermot et al., 2017). 

A reversão, pela VD, na melhora induzida pela exposição pré-natal à DEX, na 

memória de machos com 3 meses pode estar relacionada às ações da DEX e da VD na 

barreira hemato-encefálica (BHE). Em camundongos, a administração de DEX durante a 

gestação promove redução na integridade da BHE na prole masculina de camundongos 

(Frahm e Tobet, 2015), enquanto a deficiência de VD aumenta os danos à integridade da 

BHE depois de um quadro de isquemia cerebral (Sayeed et al., 2019). 

A integridade da BHE depende do controle intacto do metabolismo da glicose 

(Muneer et al. 2011) que requer, entre outros fatores, a presença do transportador de 

glicose GLUT1 na BHE. A VD promove aumento na expressão de GLUT1 e por isso 

efeitos antidiabéticos têm sido atribuídos a ela, (Tamilselvan et al. 2013). No presente 

trabalho demonstramos que machos expostos a DEX no período pré-natal apresentam 

menor sensibilidade a insulina e esse quadro é prevenido quando houve a administração 

gestacional com VD. Isso suporta a ideia de que o status de VD possa ter contribuído para 

a reversão comportamental induzida pela exposição pré-natal à DEX em machos, 

podendo estar envolvida com a regulação do metabolismo da glicose na BHE, 

especificamente, com a regulação do GLUT1. 

 Em uma perspectiva comportamental, podemos concluir que a administração pré-

natal com DEX promove efeitos deletérios, principalmente no que diz respeito ao 

comportamento do tipo ansioso em machos e fêmeas. Além disso, a administração 

gestacional com VD possui um efeito neuro protetor, não apenas por ser capaz de impedir 

as ações causadas pela DEX, mas também por promover redução no comportamento do 

tipo ansioso seletivamente em fêmeas com 12 meses de idade e também melhorar a 

retenção de memória de curto prazo seletivamente em machos com 12 meses. 
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6. CONCLUSÃO  

Sendo assim, nossos dados sugerem que as alterações metabólicas e 

comportamentais induzidas pela administração pré-natal de DEX em ratos é dependente 

da idade e do sexo dos animais. No contexto metabólico os efeitos epigenéticos da DEX 

ocorrem mais tardiamente na vida adulta e fêmeas são mais resilientes a estes efeitos. 

Além disso, evidenciamos pela primeira vez, um papel protetor da administração 

gestacional com VD sobre a homeostase glicêmica, em machos expostos à DEX pré-natal. 

No contexto comportamental, machos e fêmeas parecem ser igualmente suscetíveis tanto 

aos efeitos da DEX pré-natal quanto ao efeito neuro protetor da VD pré-natal. Os 

mecanismos moleculares subjacentes a essa ação protetora da VD ainda precisam de mais 

investigações.  A elucidação desses mecanismos contribuirá para o uso da VD durante a 

gestação como uma ferramenta terapêutica potencial para tratar mulheres que necessitam 

da terapia com GC durante a gestação.  
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